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Resumo

As quinoxalinas sdo compostos heterociclicos que tém, entre outras, capacidades
antimicrobianas, inclusivamente contra bactérias resistentes aos antimicrobianos
convencionais. Os mecanismos pelos quais estes compostos exercem a sua atividade ainda
ndo estd completamente esclarecido. O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito redox
em sinergismo/antagonismo com as quinoxalinas em modelos de bactérias com e sem
resisténcias a antimicrobianos.

No que se refere aos compostos foram utilizados a quinoxalina 1,4-diéxido (QNX),
2-metil-3-benzilquinoxalina-1,4-dioxido  (2M3BQNX), 2-metilquinoxalina-1,4-di6xido
(2MQNX) e a 2-amino-3-cianoquinoxalina-1,4-dioxido (2A3CQNX). Quanto aos modelos
procariotas, foram utilizados a Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC
43300, Escherichia coli TEM 201 e Escherichia coli TEM  180.

Nos compostos quimicos em que se verificou a Concentragdo Minima Inibitoria
(CMI), realizou-se o estudo do comportamento do crescimento bacteriano. Relativamente
ao estado redox, foi avaliado para cada estirpe sensivel, através do racio GSH/GSSG, nas
doses inibitorias e nao inibitorias de cada composto.
Os resultados apresentam que todos 0s compostos testados, a excecdo do 2M3BQNX,
tém atividade antimicrobiana na maioria das estirpes, excetuando a E. faecalis e a S.
saprophyticus. Os racios GSH/GSSG apontam para o efeito oxidante em K. pneumoniae e S.
enterica e antioxidante na E. aerogenes.
A conclusdo do estudo sugere que 0s compostos apresentam elevada capacidade
antibacteriana e influéncia no equilibrio redox das bactérias, podendo contribuir para o
esclarecimento do mecanismo de acdo dos derivados das quinoxalinas 1-4 diéxido, nas
bactérias.

Palavra-chave: Quinoxalinas N,N-diéxido, métodos de suscetibilidade

antimicrobiana, atividade antimicrobiana, curvas de crescimento e stress oxidativo.
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Abstract

The quinoxalines are heterocyclic compounds having antimicrobial capacity even
against bacteria resistant to the conventional antibiotics. The mechanisms by which these
compounds exert their activity is not completely understood. The aim of this study is to
evaluate the redox effect in synergism / antagonism with quinoxalines in models of bacteria

with and without resistance to antimicrobials.

As regard the compounds were used the quinoxaline 1,4-dioxide (QNX), 2-methyl-
3-benzilquinoxalina-1,4-dioxide (2M3BQNX), 2-methylquinoxaline-1,4-dioxide (2MQNX)
and 2-amino-3-cianoquinoxalina-1,4-dioxide (2A3CQNX). As regards prokaryotic models
were used Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus  saprophyticus, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC
43300, Escherichia coli TEM 201 and Escherichia coli TEM 180.

In chemical compounds which saw the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was held to study the behavior of bacterial growth. For the redox state was evaluated for
each sensitive strain, using the GSH / GSSG ratio, the inhibiting and non-inhibiting dose of

each compound.

The results show that all compounds tested, except for 2M3BQNX have antimicrobial
activity in most strains, except for E. faecalis and S. saprophyticus. The GSH/GSSG ratios
point to the oxidizing effect on K. pneumoniae and S. enterica in E. aerogenes and
antioxidant.

The conclusion suggests that the compounds have high antibacterial ability and
influence on the redox balance of bacteria and may contribute to the elucidation of the

mechanism of action of derivatives of quinoxalines 1-4 dioxide in bacteria.

Keyword: Quinoxalines N, N-dioxide, methods of antimicrobial susceptibility,

antimicrobial activity, growth curves and oxidative stress.
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CAPITULO I:

Estado de arte
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1. Introducéo

As quinoxalinas, consideradas também benzopirazinas, sdo compostas por um anel
heterociclico de benzeno e um anel de pirazinas. Os heterociclicos sdo compostos organicos
ciclicos, em que os elementos de N, O ou S substituem um ou mais dos 4tomos de carbono
do anel*?. No caso das quinoxalinas, o N € o substituto. A Quinoxalina apresentada ¢ um pé
branco cristalino com um peso molecular de 130,1466400 e a sua férmula molecular é
C8H6N2 (figura 1) 3.

O anel da quinoxalina faz parte de varios antibiéticos — Levomicina, Equinomicina e
Actinoleitina — os quais inibem varias bactérias Gram-positivas 4. Desta forma, tornou-se
crucial utiliza-la como base e perceber como os seus derivados atuam. Varios estudos
apontam que tendo como esqueleto de base a quinoxolina é possivel um diverso nimero de
compostos heterociclicos com propriedades biologicas favoraveis do ponto de vista da
quimica médica devido a sua atividade biologica antimicrobianal®>~, antiviral "8, anti-
tubercular °7'2, anti-helmintica 3, anti-tumoral ', anti-artereoesclerdtica '/, anti-

obesidade?® e anti-depressiva *°, entre outras atividades farmacolégicas.

N
4
NS
N
Figura 1: Quinoxalina.

2. Antimicrobianos

Os antimicrobianos podem serem classificados, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), como qualquer substancia natural, semi-sintética ou sintética que a baixas
concentrages mata ou inibe o crescimento de micro-organismos, 0 que causa baixas ou
nenhumas lesdes fisioldgicas ao hospedeiro?®. Quanto aos antibioticos, estes séo usados para
tratar infecGes causadas por bactérias e fungos, em pessoas e animais?!?2, Os antibidticos
serdo 0s antimicrobianos referidos e aprofundados ao longo do presente estudo.

Apesar da penicilina ter sido descoberta em 1928 por Alexander Fleming, o0s
primeiros antibidticos usados com eficacia foram as sulfonamidas?. No entanto, as infe¢des

bacterianas s6 diminuiram de forma significativa quando a penicilina tornou-se disponivel
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para uso no inicio dos anos 1940, através de Chain e Florey que comprovaram a sua
eficacia?*. Contudo, o entusiasmo da cura das doencas infeciosas foi de curta durago. Num
curto periodo de tempo, as bactérias comegaram a demonstrar mecanismos de resisténcia®>-
28, Na figura 2, é apresentado o desenvolvimento dos antibi6ticos e as resisténcias

bacterianas, ao longo do tempo.




Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

Resisténcias Antibidticos
8 ———— 1928 - Descoberta da penicilina
1920
2
4
———» 1935 — Primeiras sulfonamidas
[
1238 — Infegdes curadas pelos sulfenomidas «—— | g

1240 — Chain e Flerey demonstraram a eficdda «——— | 1940
da peniciling

2
1944 — Resisténcios a peniciling o 4 —» 1944 — Streptomicing, primeire aminoglicosideo
6 — 51944 — Clorofenical
8 — #1948 — Clortetracicina, primeira tetraciding
1950
] —— 1952 — Eritromicina, primeire macrolidec
4
% — %1954 — Vancomicing
8

1960 — 31280 - Meticilina

— 51943 — Genramicina

'3 ——»1%65 — Ampiciling

1244 — Cefalofing, primeira cefalosperina
1948 — Pseudomonas resistentes a gentamicinag e P P

Staphylococcus resistentes & meticilina i
1970 ——» 1970 — Amicacing, aminoglicosideo para os estirpes
resistentes o gentamicing

" } . o 1973 — Carbeniciling
1974 — Infegdes resistentes & ompicling +—— 4

[
g 5 1978 — Cefoxiting
"™ 1978 — Cefaclor, cefalosporing com atividade melhorada

1980

——»1981 — Cefotaxima

1982 — Infegdes bacterionas associadas ao VIH <—— 2 X

—» 1983 — Amoxidlina/ dcido-clavulénico, inibidor de f-lactomases
4

= 1985 — Ameoxidlina/dcide-clavuldnice, inibidor de f-lacromases
6 “h 1985 — Aztrecnam, primeire monobactamo
8 ——» 1989 —Fl inal istémi

1990 — Expansiio das infegdes por Staphylococcus 1990 — Fuarequinalona para usa sistamica

resistentes a meticiling
——» 1991 — Maocrdlidos com atividade melharada

1994 Enferococcus com resisténcia d vancomicing <—— | 4
1995- Mycobocterium fuberculosis resistente o 4——
varias antibidticas &
1998 Straph i istent - ——» 1998 - Cefolosporinos de espectro alargado
a enicill'll:uzp DEOECUS pREUMOMOS resisiente & i 1998 — Antivirais eficazes para VIH
P 2000 —— 1299- Quinvpristina e dalfopristina

2001 — Expansiio das ESBLs entre Grom-negativos #——— ——»2000- Linezolida, primeira oxozolidinono aprovada
2 —* 2001 - Flvoroguinclonas de especire alargodo
2003 - Pseudomonas & 5.pneumonias resistentes «——— —+2002- Telitromicina, primeiro cetélico
o warios antibidticos 4

——»20035- Tigedcling, primeira glicicldina
2004 — Expansdio de infecdes por Closfridium <« | §
difficile ———* 2007 - Retapamuling, primeira plevromutiling
& ~& 2007 - Doripenem
——® 200%9- Telovancinag, derivado semizsintético da vancomicing
2010 —— 2010 — Ceftarclina
— #2011 - Fidaxomicina
1 3 2012 - Bedaquilina
14

—— 2014 — Oxadizsisi=

Figura 2: Relacdo entre as infecOes e o desenvolvimento de antimicrobiano. (a) Compostos testados em modelo
animal (adaptado de Butler et al., 2013, Tang et al., 2014 e Daniel et al, 2014 2-%),
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2.1. Classificacdo dos antibioticos

Os antimicrobianos podem ser classificados de varias formas, mas tendo como base
quatro aspetos principais: as classes dos microrganismos, 0 espectro da atividade
antibacteriana, a atividade bactericida ou bacteriostatica e a atividade dos antibidticos tendo
em conta a relacdo com a sua concentragao-tempo. Quanto as suas classes e a sua atividade,
os antibidticos podem ser divididos em espectro estreito, quando inibem apenas bactérias e
Gram-positivas ou Gram-negativas, ou de espectro alargado se inibem também clamidias,
micoplasma ou riquetésias, tanto Gram-negativas como Gram-positivas®. O espectro de
atividade dos antibidticos mais comuns é apresentado na tabela 1. A agdo bacteriostatica
impede o crescimento das bactérias, mantendo o mesmo na fase estacionaria ao passo que a
acdo bactericida leva a morte celular, ao atuar em processos vitais®2. No que respeita a
farmacocinética do antibidtico, a concentracdo sérica ao longo do tempo e a area sob a curva

de concentragdo tempo, quando integrada com os valores da concentragédo

Tabela 1: Atividade dos antibi6ticos com uso mais frequente.

Classes de antibioticos

Antibidticos Bactérias Fungos Micoplasma  Riquetésias  Clamidias  Protozoarios
Aminoglicosideos + - + - - -
B-lactamicos + - - - - -
Clorafenicol + - + + + -
Fluoroquinolonas + - + + + -
Glicilciclinas + + + + +/-
Lincosamidas + - + - - +/-
Macrolidos + - + - + +/-
Oxazolinidonas + - + - - -
Pleuromutilinas + - + - + -
Tetraciclinas + - + + + +/-
Sulfonamidas + - + - + +
Streptograminas + - + - + +/-
Trimetropim + - - - - +
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minima inibitéria (CMI), coadjuva na previsdo da erradicacdo das bactérias e no seu
posterior sucesso clinico. Quanto as propriedades farmacodindmicas, estas relacionam a

concentracdo do antibidtico com a sua atividade contra os patogéneos=3.

2.1.1. InteragGes dos antibioticos: Sinergismo, antagonismo e indiferenca

Os mecanismos de acdo dos antibidticos indicam as probabilidades do que podera
acontecer quando hd a combinacdo entre si. Comumente, a combinacdo de varios
antibiéticos permite aumentar o espectro de acdo em tratamentos de doentes em estado
critico de infecdo. Desta forma, as interacfes de antibioticos classificam-se como
indiferentes quando os efeitos dos mesmos sé@o iguais se usados separadamente, sinérgicas
se os efeitos sdo potencialmente melhores quando utilizados em conjunto, e antagonistas se
os efeitos sdo diminuidos comparativamente ao seu uso independente!®3. O sinergismo
envolve: inibicdo sequencial da sintese da membrana celular, a inibicdo da inativacdo de
enzimas e prevencdo de resisténcias®®2°. O antagonismo envolve: inibicdo da atividade
bactericida, competicdo dos antibioticos por locais de ligacdo, inibicdo dos mecanismos de
permeabilidade da célula e indugdo de p-lactamases por B-lactamicos*. A imprevisibilidade
das interacOes dos antibioticos, que esta também correlacionada com a natureza das espécies
bacterianas em causa, fazem com que os efeitos de algumas combinacdes sejam
previsivelmente perigosas, pois a mesma combinacdo pode ter efeitos de sinergismo e

antagonismo consoante a especie.

2.2. Familias de antibioticos

Os antibioticos sdo compostos que se subdividem em naturais, semi-sintéticos e
sintéticos, os quais sdo capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou

bactérias.




Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

2.2.1. Principais classes de antibioticos

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos englobam a maior
parte dos antibioticos em uso clinico e categorizaram-se em p-lactdmicos (como as
Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenemos e Monobactamos), as Tetraciclinas,
Aminoglicosideos, Macrolidos, Glicopéptidos (como a Vancomicina, Teicoplanina), entre
outros. Os antibidticos de origem sintética categorizam-se em Sulfonamidas,
Fluoroquinolonas e Oxazolidinonas®®**. Na figura 3 sdo apresentados os principais
antibiéticos de origem natural e na figura 4 os antibioticos de origem sintética.

2.2.1. p-lactamicos

Os B-lactamicos sdo um grupo de origem natural ou semi-sintética com acao
bactericida lenta, independentes da concentracdo plasmatica e possuem um amplo espectro
terapéutico, o qual inclui bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. No entanto, ndo tém
atividade terapéutica contra os micoplasmas, pois estes ndo tém parede celular, e nem sobre
as bactérias intracelulares, como as Clamidias e Riquetésias® 42,

Podem-se classificar em quatro grupos diferentes: Penicilinas, Cefalosporinas,
Monobactamos e Carbapenemos?®. O seu mecanismo de acdo passa pela atividade
bactericida que inibe a sintese da parede celular bacteriana e, desta forma, induzem um efeito
autolitico®?. A destruicdo da parede celular ¢ a consequéncia da inibicdo da sintese do
peptidoglicano, através da inibicdo da transpeptidacdo, Ultima etapa da sintese da parede
celular®#*, Para que os B-lactamicos possam ter atividade é necessario que a bactéria esteja
em fase de multiplicacdo, visto que é quando sintetiza a parede celular. Os B-lactamicos
também atuam através da ativacdo de uma autolisina bacteriana enddgena que destréi o
peptidoglicano das bactérias. Contudo, as bactérias que ndo tém autolisina sdo tolerantes

visto que sdo inibidas mas néo destruidas®.
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Figura 3: Antibidticos representantes das principais classes de antibi6ticos de origem natural.
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Figura 4: Antibidticos representantes dos principais antibi6ticos sintéticos.
2.2.1.1. Penicilinas

As Penicilinas sdo constituidas por um nicleo de &cido 6-aminopenicilanico, o qual
consiste num anel B-lactamico e um anel tiazolidinico. As Penicilinas de origem natural sdo
produzidas por diferentes especies de Penicillum spp. Estas inibem o crescimento das
bactérias suscetiveis atraves da inibicdo da transpeptidase que catalisa o passo final da
sintese da parede celular devido a sua estrutura analoga ao Acil-D-alanil-D-alanina®®=8, As
Penicilinas diferem devido a substituicdes na posicdo 6 ou 7 do anel atraves das mudancas
feitas na cadeia lateral, o que leva a mudancas antibiéticas. Portanto, a producéo de derivados
semi-sintéticos do acido 6-aminopenicilanico permite antibidticos com maior resisténcia a
B-lactamases e maior capacidade de penetracdo nas bactérias Gram-negativas***°. Como
pertencem aos B-lactamicos, a sua penetracdo intracelular é reduzida, tendo um maximo de

concentracio plasmatica de 50%22,
2.2.2.2. Cefalosporinas

As Cefalosporinas sdo de origem animal e derivam da fermentacdo da
Cephalosporium acremonium. Todas as Cefalosporinas, excluindo a Cefamicina, sdo
constituidas por um nucleo de acido 7-aminocefalosporamico, modificacbes na posicao 7
que alteram a atividade antibacteriana, e substituicdes na posicdo 3 que alteram a

farmacocinética e o metabolismo do antibidtico. O nulcleo basico da cefamicina difere

10
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ligeiramente do acido 7-aminocefalosporanico: tem um grupo 7-o-metoxi o qual aumenta
significativamente a estabilidade para a hidrolise®>2. As Cefalosporinas s&o divididas em 4
geracOes: as Cefalosporinas de primeira geracdo séo ativas contra cocos Gram-positivos e as

restantes tém maior atividades frente a bacilos Gram-negativos*..

2.2.2.3. Monobactamos

Para uso clinico, apenas o Aztreonam é considerado devido a sua atividade contra as
bactérias Gram-negativas aerdbias e anaerdbias facultativas. No entanto, ndo tem atividade
contra Gram-positivos e bactérias anaerébias®®. Como todos os membros dos B-lactamicos,
0s Monobactamos interferem na sintese da parede celular, neste caso através da formacéo
de filamentos. As proteinas de ligagdo a penicilina indicam uma elevada afinidade com
proteinas do peptidoglicano de bactérias aerobias Gram-negativas, extinguindo-as*'>3,

2.2.2.4. Carbapenemos

Os Carbapenemos sao a classe de B-lactdmicos que tém maior espectro de atividade
dentro deste grupo de antibidticos. A sua atividade bactericida estende-se a cocos Gram-
positivos, excepto a estafilococos resistentes a Meticilinas e a B-lactamicos. E também ativo
contra a maioria das enterobactérias®. Os Carbapenemos sdo divididos em “velhos”
Carbapenemos que estdo sujeitos a degradacdo do DHP-1 nos tubos renais e os danifica e
requer co-administracdo do inibidor de DHP-1, ¢ em “novos” Carbapenemos que Sao
estaveis na degradacdo do DHP-1 porque tem a presenca de um residuo 1-B metil®®. Atuam
pela inibicdo da sintese da parede celular bacteriana pela inativacdo das PLPs e sdo estaveis

para a maioria das p-lactamases AmpC incluindo ESBLs>*®®,

2.2.2.5. B-lactamicos associados a inibidores de p-lactamases

Os inibidores de B-lactamases tém propriedades autodestrutivas visto que quando se

unem com as enzimas, que produzem [-lactamases, destroem-nas mas também sdo

11
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destruidos por elas. Existem trés inibidores em uso clinico: &cido Clavulanico, Sulbactam e
Tazobactam. Estes, unidos com penicilinas ou cefalosporinas, recuperam a atividade
antibacteriana inicial, ou seja, antes da producdo das P-lactamases®’°. Atualmente,
encontram-se em comercializagdo no mercado nacional duas associagdes: Amoxicilina com
acido Clavulanico e Piperacilina com Tazobactam. A associacdo dos antibioticos
amoxicilina com acido clavulanico permite aumentar a agdo contra microrganismos que se
estavam a tornar resistentes aos derivados da Penicilina®®. Na segunda associagio,
piperaciclina com o composto tazobactam, sdo estruturalmente semelhantes a penicilina, em

que o Tazobactam sofre a acdo das p-lactamases, deixando o antibiético livre para atuar®.

2.2.2.6. Glicopéptidos

Os glicopéptidos atuam sobre a parede celular e incluem a vancomicina e a
teicoplanina. Visto que tém varios tipos de mecanismos de acdo torna menos possivel o
desenvolvimento de resisténcias?®®!. Estes abrangem a inibicdo da sintese da segunda fase
do peptidoglicano da parede celular através da formacdo de um complexo com a porcéao de
D-alanina-D-alanina do precursor pentapeptidico*>%2, Caraterizam-se também por causar
danos e alterar a permeabilidade da membrana citoplasmética e a sintese de RNA. Desta

forma, tem uma penetrac&o intracelular muito baixa®.

2.2.2.7. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo os mais utilizados para infecdes nosocomiais causadas por
bactérias aer6bias Gram-negativas. Sao definidos pela presenca de dois ou mais agucares
por ligacdes N-glicosideas a um anel aminociclitol®. Estes antibidticos unem-se de forma
irreversivel a subunidade 30s do ribossoma, interferindo na leitura do cédigo genético que
resulta no bloqueio da sintese proteica da bactéria®°®. Devido a sua estrutura polar, a entrada
no interior das células é baixa mas aumenta quando administrada em combinagdo com f3-

lactamicos e glicopéptidos pois estes inibem a sintese da parede bacteriana®.

12
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2.2.2.8. Macrolidos

Os macrdlidos sdo clinicamente importantes para tratar infecgdes causadas por
bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e
Streptococcus pyogenes®’%8. Classificam-se e diferenciam-se consoante o nimero de
carbonos que possuem: 14 carbonos, eritromicina e claritromicina, 15 carbonos,
azitromicina, e 16 carbonos, espiramicina. A sua acao passa por se unir a subunidade 50S de
RNA em forma reversivel, 0 que acontece através de pontes de hidrogénio entre diferentes

radicais hidroxilo do macrdlido e as bases de RNA, o que bloqueia a transpeptidagdo °2.

2.2.2.9. Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo um conjunto de antibidticos naturais e semi-sintéticos que
derivam da Streptomyces spp., com uma estrutura tetraciclica e atuam na sintese de proteinas
bacterianas®®. Tém acdo na membrana externa das bactérias através de porinas por difuso
passiva e atingem o citoplasma no qual se unem ao ribossoma, na subunidade 30S e inibem
a sintese de proteinas visto que o RNALt ndo se consegue associar a0 RNAmM. A associacéo e

reversivel, o que explica o seu efeito bacteriostatico®°.

2.2.2.10. Quinolonas/Fluoroquinolonas

As quinolonas sdo derivados do é&cido nalidixico e foram descobertos,
acidentalmente, em 1962 e sdo formadas por uma dupla estrutura de anilo *. As quinolonas
atuam dentro da célula bacteriana no girase do ADN e na topoisomerase 1V’2. Quando atuam
no girase do ADN a bactéria fica sensivel a acdo das quinolonas, se for Gram-negativa, mas
se for Gram-positiva é mais sensivel quando interatuam com a topoisomerase 1V. Quando
atuam com o girase do ADN a inibicdo ocorre mais rapidamente do que com a topoisomerase
IV, o que leva as que as quinolonas conseguiam estabilizar complexos de ADN™,

As fluoroquinolonas sdo derivados das quinolonas com um fluor na posicéo 6 do anel
da quinolona, o que aumenta o espectro para bacilos Gram-negativos e alguns cocos Gram-

positivos’®,
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2.2.2.11. Sulfonamidas

As sulfonamidas possuem espectro alargado e s@o classificadas consoante a sua
capacidade de absor¢do, excrecdo e acdo. O seu mecanismo de agdo € bacteriostatico e
baseia-se na inibicdo da sintese dos acidos nucleicos bacterianos™. Todos 0s microrganismos
sensiveis as sulfonamidas ndo sdo capazes de obter &cido folico de forma exdgena e, por
isso, sintetizam-no na presenca de &cido paraminobenzoico (PABA). As sulfonamidas tem
uma estrutura semelhante ao PABA e, assim, vdo agir como antimetabolicos, ou seja, as
bactérias utilizam a sulfonamida no lugar do PABA e, consequentemente, o material
genético bacteriano ndo se reproduz visto que o éacido félico € essencial para a sintese de

acidos nucleicos bacterianos’®’”.

2.3. Tolerancia aos antibioticos

A tolerancia aos antimicrobianos define-se pela capacidade de uma bactéria ser
sensivel a concentracdo minima inibitéria (CMI) do antibiotico, porém apresenta-se com

maior capacidade de sobreviver na presenca da droga.

2.3.1. Persisténcia bacteriana

As ceélulas bacterianas persistentes foram inicialmente identificadas por Joseph
Bigger em 1944, quando descobriu uma sub-populacédo sobrevivente de Staphylococcus spp
ap6s o tratamento com penicilina’. A persisténcia acontece quando uma subpopulacio
bacteriana suscetivel tem capacidade para sobreviver a doses letais de antibidticos no
entanto, ndo é devida a modificagdo genética como a resisténcia, sendo caracterizada por
variantes fenotipicas e ndo hereditarias, ou seja, as células bacterianas persistentes ndo séo
geneticamente resistentes ao antibiotico’®8, Os antibidticos sdo capazes de matar as estirpes
sensiveis, no entanto sdo inativados pelas estirpes persistentes levando a tolerancia da
populacdo. As persistentes constituem uma subfracdo de vérias bactérias patogénicas e

sobrevivem a elevadas concentragdes de antibidticos, mesmo que 0s seus descendentes
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apresentem sensibilidade ao mesmo antibiotico ou a varios antibidticos de uma vez. Apesar
do mecanismo ainda ndo ser totalmente compreendido, estas células sdo uma causa crucial
na falha dos tratamentos®. Um estudo recente mostra que o nimero de células bacterianas
persistentes diminui quando a bactéria mostra resisténcia genética ao antibiotico®. Existem
varios processos envolvidos na formagdo das células bacterianas persistentes que impedem
o desenvolvimento de drogas que os inibam®83, No entanto, um estudo atual demonstra que
0 antibidtico acildespéptido 4 (ADEP4) ativa a protease ClpP tornando-se uma protease ndo
especifica que mata as células bacterianas persistentes pela degradacao de cerca de 400 alvos

intracelulares®.

2.4. Resisténcia aos antibioticos

A resisténcia aos antibioticos existe desde a génese dos antibidticos. No entanto, o
namero de organismos resistentes, as localizacGes geogréaficas afetadas pela resisténcia aos
antimicrobianos e a amplitude da resisténcia em organismos individuais ndo tem
precedentes. Desta forma, as resisténcias a antibidticos envolvem um emergente problema
de saude publica, tendo em conta a morbilidade e mortalidade que estas causam, além dos
elevados custos que acarretam®-%, Para diminuir a resisténcia a antibioticos e as suas
consequéncias € necessario implementar medidas preventivas, tratar o mais adequadamente
possivel as infecBes e otimizar o seu uso®’. O termo super bugs refere-se a microrganismos
com alto nivel de resisténcia aos farmacos que aumentam a morbilidade e mortalidade
devido a auséncia de resposta aos antibidticos. As infegdes por super bugs limitam as opcdes
terapéuticas, prolongam os periodos de hospitalizacdo e, consequentemente, o custo do
tratamento®8, Em alguns casos, também adquirem maior viruléncia e maior
transmissibilidade®®. Ao longo dos anos, a presséo seletiva pelos diferentes antimicrobianos
levou também a resisténcia a maltiplos farmacos (MDR) em patogéneos humanos e
animais®. Na tabela 2 sdo apresentados os principais mecanismos de agdo e de resisténcia

das familias de antibioticos.
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2.4.1. Tipos de resisténcias

As resisténcias podem ser naturais ou adquiridas e transmitidas horizontal ou
verticalmente®?.

A resisténcia natural é intrinseca a um microrganismo e existe sem uma exposicao
prévia ao antibiotico, a qual se deve a uma mutacdo genética espontanea na auséncia de
pressio seletiva devido a presenca de antibidticos®®. O conhecimento das resisténcias
intrinsecas torna as estratégias de tratamento mais eficazes.

A resisténcia adquirida pode ocorrer por mutacdo genética ou por aquisicdo de genes
de resisténcia a partir de outras bactérias. Estes genes localizam-se, maioritariamente, em
fragmentos de ADN, especificamente nos transposdes, que permitem que genes de
resisténcia passem facilmente de um plasmideo para o outro®. A maior parte dos
mecanismos de resisténcia adquirida dividem-se em: conjugacdo, que consiste na troca de
material genético entre bactérias, transformacéo, que ocorre quando ha passagem direta de
ADN livre de uma célula para a outra, e a transducdo em que a troca de material genético
faz-se a partir de bacteri6fagos®+8.
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Tabela 2; Principais mecanismos de a¢do e resisténcia dos antibioticos.

I " ~ M
© asses ik Exemplos Alvo Mecanismo de ag¢ao .Odf’ dz_e
antibioticos resistencia
Inibicdo da formagdo correta
Penicilinas, da parede celular bacteriana
cefalosporinas,  Enzima através do impedimento da
carbapenemos,  transpeptidase = formacéo da ligacdo cruzada
A monobactamo entre cadeias de . x
B-lactamicos o Hidrolise, alteracdo
peptidoglicano
T - do alvo e efluxo
InibicAo da enzima de
Oxacilinas, Enzima resisténcia bacteriana, que
meticilina B-lactamase degrada antibi6ticos
B-lactdmicos
Hidrolise,
Macrdlidos Eritromicina, glicosilacéo,
azitromicina fosforilacdo, efluxo
e alteragdo do alvo
Subunidad Nucleotidilago,
Lincosamidas Clindamicina ubunidade Inibicdo da sintese proteica  efluxo e alteracdo
503 i do alvo
o ribossémica bacteriana.
. Dalfopristina e —
Estreptograminas Quinuppristina Acetilacéo, efluxo e
Fenicol Clorofenicol alteragdo do alvo
- . . Efluxo e alteracdo
Oxazolidinonas  linezolida do alvo
Fosforilagdo,
ArTenleEaes Gentamicina, nucleotidilacgo,
9 streptomicina Subunidade Inibicio da sintese proteica acetilacdo effluxo e
30S ¢ P alteracdo do alvo
. - bacteriana. - <
ribossémica Monoxigenagao,
Tetraciclinas Minociclina efluxo e alteragdo
do alvo
Inibicdo da formacéo correta
Dipeptideo da parede celular bacteriana 50.d
ici inal D- através da formacédo de um Reprogramagdo da
Glicopéptidos Vancomicina, termina ¢ . biossintese de
teicoplanina Ala-D-Alado  complexo com as cadeias - A
. . - X 1 peptidoglicanos
peptidoglicano  peptidicas ndo ligadas e
blogueio da transpeptidacao.
Afeta permeabilidade da
membrana bacteriana e
. - . Membrana bloqueia sintese de acido x
Lipopéptidos Daptomicina plasmatica pipoteicoico, componente da Alteracio do alvo
membrana externa de
bactérias Gram-positivas.
Rc')\lliﬁwerase ADP-ribosilacao,
Rifamicinas Rifampicina Sependente de Inibicdo da sintese de RNA.  efluxo e alteracdo
DNA do alvo
uinolonas Fluoroguinolon  Enzima DNA Inibicdo da replicacéo e Acetilacdo, efluxo e
Q as, girase reparo do DNA. alteracdo do alvo
. . Inibicdo da formacéo de
Enzima di- e S x
Sulfonamidas Sulfametoxazol  hidropteroato cofatores do aC|do,foI|co, Efluxo e alteragdo
sintetase importantes para sintese de  do alvo

acidos nucleicos.
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2.4.2. Bioquimica dos mecanismos de resisténcias aos antibioticos

Todos 0s mecanismos de resisténcia baseiam-se na modificacdo do alvo, na diminui¢ao
da concentragdo de antibidtico livre que pode chegar ao alvo, devido aos mecanismos de
inativacdo das enzimas dos antibidticos, ou pelas bombas de efluxo. A resisténcia a antibidticos
pode ser desenvolvida devido a mutacOes, ou pela aquisicdo de genes resistentes, através de
transferéncia horizontal de genes®. A resisténcia resulta, na sua maioria, em falhas de
tratamentos, ou seja, terapia antibacteriana inadequada, a qual é definida como o uso de
antibacterianos para patogéneos que ndo sdo sensiveis a esses**. O prolongamento da terapia
antibacteriana também leva ao desenvolvimento de resisténcias que comprometem a terapia e,
alem disso, ndo conseguem ser detetadas por testes de suscetibilidade. A disseminagdo das
resisténcias na comunidade dificultam o controlo de infe¢des devido ao aumento exponencial
da intra e inter mobilidade populacional. Importa também referir que os custos aumentaram
com a carga adicional de resisténcias que se tém denotado, principalmente ao longo dos ultimos

anos, tendo um impacto significativo na economia referente aos cuidados de salde.

2.4.2.1. Mecanismos de resisténcia a p-lactamicos

Os B-lactamicos sdo um grupo de antibioticos que tém especificidade para bactérias e o
seu mecanismo de resisténcia mais comum ¢ a expressdo de B-lactamases que hidrolisam o
antibiotico. A resisténcia a p-lactamicos apareceu ainda antes do primeiro p-lactamico ter sido

desenvolvido*?.

2.4.2.1.1. ESBLS/AmpC

No que se refere as p-lactamases de largo espectro (ESBLs), foram identificadas pela
primeira vez no inicio de 1980 e, desde entdo, tém sido identificados em todo o mundo e
encontradas em diferentes organismos, incluindo a Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, e
em espécies de salmonela®*®®. A sua producéo, pela E. coli e K. pneumoniae nos USA, tem

prevaléncia de 6 a 7%. No entanto, na regido da Asia-Pacifico a prevaléncia, entre 1998 e 1999,
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é de 10 a 25% e na Franga e Italia foi observada a presenca de resisténcia a ceftazidima em 40%
das infeccOes causadas por estirpes de K. pneumoniae, pela producio de ESBLs 949,
Relativamente a resisténcia das Enterobacteriaceae aos carbapenemos, a incidéncia € entre 20
e 50% na Grécia, 4 a 24% na India e 4 a 11% nos Estados Unidos da América (EUA) 28%*, Desta
forma, torna-se um problema de satde publica a nivel mundial. As ESBLs hidrolisam e causam
resisténcias a cefalosporinas e aos monobactamos e séo inibidas pelos inibidores p-lactamases:
acido clavulanico, sulbactam e tazobactam.

A maioria das ESBLs pertencem a classe Ambler A ao incluir os derivados de TEM e
SHV, TEM-1e -2 e SHV-1, que evoluiram devido a muta¢des pontuais ao redor do centro ativo
das B-lactamases. Estas mutacOes alteram as propriedades da enzima e tornam-nas capazes de
hidrolisar os antibidticos. As TEM-1 e SHV-1 conseguem inativar a ampicilina mas ndo a
terceira geracdo de cefalosporinas®’.

Existem ainda outras linhagens de ESBLs, como a non-TEM e non-SHV e a CTXM-1
a CTXM-15, principalmente na Europa de leste e América do Sul®®®°. Devido a se localizarem
em plasmideos de grande tamanho também abrigam genes resistestes a outros
antimicrobianos®. A maioria dos pacientes infetados com organismos produtores de ESBLs
sdo internado nas unidades de terapia intensiva (UT1s)%+100,

Apesar das ESBLs ndo hidrolisarem a cefoxitina, outros isolados clinicos, que produzem
ESBL, podem tornar-se resistentes a estes agentes, como a producdo concomitante de -
lactamases do grupo 1, AmpC, com a consequente diminuicdo de permeabilidade de membrana
externa'®. Bactérias pertencentes a Citrobacter, Enterobacter, Morganella, Serratia sdo
produtores de B-lactamases AmpC. Estas tém enzimas que séo codificadas pelo gene ampC, e,
quando expostas a B-lactamicos, tém inducdo de producdo!®?. A hiperproducio de AmpC
acarreta hidrolise de cefalosporinas, como ceftazidima e ceftriaxona, o que leva a interrupgéo
do tratamento por esses antibioticos. As cefalosporinas de quarta geracdo e 0s carbapenemos

sd0 mais resistentes a hidrolise pela AmpC102103,

2.4.3. Mecanismos de multirresisténcia a antibioticos

A MDR define-se como a sensibilidade ou resisténcia de um microrganismos a varios

antimicrobianos, apesar de anterior sensibilidade, o que leva a um tratamento ineficaz e, como
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consequéncia, persisténcia e propagacéo das infecdes!®. Na figura 5 sio apresentados os varios

mecanismos de multirresisténcia.

AB Diminuicio da
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Figura5: Mecanismos de MDR?.

2.4.3.1. Alteracéo da proteina alvo

As bactérias podem tornar-se resistentes por meio de mutacdes que induzem a menor
sensibilidade da proteina alvo ao agente. A forma como esta resisténcia é ou ndo transferida
para outras células nos plasmideos depende do mecanismo de a¢do do farmaco.

A principal resisténcia deste tipo ocorre na presenca de fluoroquinolonas devido a
mutagBes nas enzimas alvo, as topoisomerases do ADN’3, Com as fluroquinolonas, a adig&o do
gene que codifica para uma enzima resistente ao farmaco ndo fara com que as bactérias sejam
completamente resistentes e a transferéncia mediada por plasmideo do gene alvo mutante é
improvavel de ocorrer’?. No entanto, as mutacdes irdo tornar-se mais prevalentes por selegdo
clonal, na presenca de pressdo seletiva*.

Outro exemplo de resisténcia relativa a modificacdo do alvo é conferida ao gene erm, o
qual € um plasmideo codificado e produz a metilacdo de adenina na posi¢do 2058 do 50S RNAr,
0 que causa resisténcia aos Macrolidos, como a Eritromicina, as Lincosamidas e
Esptreptogramina do grupo B%. A base molecular deste fenotipo foi elucidada através da

estrutura de cristal da subunidade ribossomal 505,

20



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

Os enterococos, apesar de resistentes a mais antibioticos, quando resistentes a
vancomicina tém um mecanismo Unico na sintese do peptidoglicano usando uma via alternativa
e criando percursos diferentes de peptidoglicano, alteracdo que leva a acyl-D-Ala 4-DLac5 em
vez de acyl D-Ala 4 D-Ala5, como na sintese normal®197,

2.4.3.2. Inativacdo enzimética do antibiotico

Este mecanismo € comum para a resisténcia a antibioticos de origem natural, como 0s
Aminoglicosideos, os quais sdo inativados por fosforilagdo enzimatica, através do aminoglicosideo
fosforil-transferase (APH), acetilacédo, através do Aminoglicosideos acetiltransferase (AAC), ou
adenilagéo, atraves dos Aminoglicosideos adeniltransferase.

Também € comum em B-lactamicos pois s@o inativados por hidrolise enzimatica, pelas
B-lactamases, geralmente no periplasmal®®. Os genes que codificam estas enzimas de inativagéo
podem facilmente produzir resisténcias como componentes genéticos adicionais sobre os

plasmideos!%810°,

2.4.3.3. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas e é o mecanismo
predominante nas MDR. Neste tipo de resisténcia ocorre um efluxo, isto é, o transporte ativo
dos antibioticos do meio intracelular para o meio extracelular!!®, Este mecanismo afeta todas
as classes de antibidticos no entanto apresenta maior eficdcia na presenca de macrélidos,
tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois estes inibem a biossintese de proteinas e de ADN,

As bombas de efluxo categorizam-se em cinco classes: Familia facilitadora major
(MFS), efluxo toxico e multirresistente, (MATE), familia de resisténcia-nodulacao-divisao
(RND), small multidrug resistance, (SMR) e adenosine triphosphate binding cassette (ABC).
A MFS, MATE, RND e SMR funcionam por troca de protdes, enquanto a ABC atua por
hidrdlise de adenosina trifosfato (ATP) 111112 A sobre-expressdo de genes que codificam as

bombas de efluxo MDR ¢€ responsavel pela expulsdo precoce do farmaco da célula, mantendo
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as fungBes celulares das bactérias intactas''®. Essa sobre-expressdo, em algumas estirpes, afeta
também a fluidez e permeabilidade, conduzindo a um efluxo dependente de ATP dos

antimicrobianos o que diminuiu a sua concentragéo intracelular'!4,

2.5. Estirpes Bacterianas

As bactérias sdo as mais abundantes de todos os organismos e sdo as Unicas
caracterizadas por organizacdo celular procariota. Existem dois tipos principais que s&o
categorizados através da coloracdo de Gram e, desta forma, dividem-se em Gram-positivas,
caso retenham a coloracdo roxa e rosa, e Gram-negativas se retém apenas a cor rosa'’®. As
Gram-positivas e Gram-negativas diferenciam-se, primariamente, pela parede celular visto que
as Gram-negativas tém uma camada mais espessa revestida por lipopolissacarideos que tornam
a sua natureza mais resistentes aos antibidticos (figura 6). Quanto a sua sintese de energia, pode
ser realizada na presenca de oxigénio, aerdbias, na auséncia de oxigenio, anaerdbias, ou ser

viver tanto na presenga como auséncia de oxigénio, anaerobias facultativas?® 70118,

U

Gram-positiva Gram-negativa

Figura 6: Estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. (micrografias por
microscopio 6tico com aumento de 1.000x) (Amabis, M. & Martho,G. 2009).
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2.5.1. Escherichia coli

AE. coli ¢ um bacilo, Gram-negativa, anaerébia facultativa, na forma de esporos, e afeta
primordialmente a mucosa intestinal provocando diarreias, muitas vezes com muco e sangue.
Estas bactérias existem comensalmente no trato gastrointestinal humano, e normalmente, s6
causam doengas quando o individuo estd imunodeprimido ou ha lesdes no muco intestinal®’.
No entanto, existem varios clones de E. coli altamente adaptadas que adquiriram viruléncia com
atributos especificos, o que confere uma maior capacidade de adaptacdo a novos meios e
permite um espectro maior de doengas. Estes atributos de viruléncia sdo frequentemente
codificados em elementos genéticos que se mobilizam em estirpes diferentes para novas
combinagdes de viruléncia. A maioria das combinacGes de sucesso de fatores de viruléncia tém

persistido e tornaram-se capazes de causar doengas mesmo em individuos saudaveis'0%17:18,

2.5.2. Staphylococcus aureus

A bactéria S. aureus é das mais comuns e provoca uma grande variedade de infecdes,
principalmente ao nivel da pele e dos tecidos moles, e estdo associadas a cuidados de saude
invasivosi®*!1® Qs fatores de viruléncia microbiana de S. aureus tém sido geralmente
agrupados em fatores estruturais, produtos segregados e mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos*?°. Esses fatores sdo produtos segregados mas também uma parte da estrutura
da célula da bactéria em questdo, os quais sdo considerados biofilmes apesar de ndo serem
produzidos por todas as estirpes S. aureus. Os biofilmes sdo complexos de agregados de
microrganismos marcados pela producdo de uma matriz protetora e adesiva, 0s quais Sao
produzidos depois da aderéncia da célula bacteriana a superficie de um hospedeiro e agregam

comunidades de células criando uma barreira contra as defesas do hospedeirot?t122,
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2.5.2.1. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

Os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina-associados com os cuidados de saude
(MRSA-AH) tem propor¢Bes graduais, desde 1960 123124 No entanto, atualmente, tem-se
observado também um aumento do nimero de casos de MRSA-associados com a comunidade
(MRSA-AC) a qual difere da MRSA-AH no padrdo de sensibilidade — mais sensivel a mais
antimicrobianos que MRSA-AH-, e inclui fatores de viruléncia especificos!?®®. A MRSA-AC
esta a ter proporgdes pandémicas, principalmente nos EUA 1%, mas ja se alastra a varios outros
paises'?°. A MRSA-associada & pecuaria (MRSA-LA) também esta a aumentar desde 2000, e
relaciona-se com o uso de antibioticos como promotores de crescimento nos animais®, no

entanto parece ser menos virulenta e menos transmissivel do que MRSA-AC%01%,

2.5.3. Enterococcus faecalis

No geral, os Enterococcus sdo mais resistentes a vancomicina e, entre 1989 e 1993, a
prevaléncia foi de 0,3% a 7,9%'%". Em 2004, a taxa subiu para 28,5%, o que significa um
crescimento de 12% face a 1998 e 2002%%%, A E. faecalis é uma bactéria Gram-negativa,
anaerodbia facultativa e € comumente encontrada no limen intestinal humano, com colonizac6es
de 10!, e também na érea genital feminina e na cavidade oral*?°. A E. faecalis esta associada a
infecdes endoddnticas assintomaticas, persistentes, visto que ja por si € um habitante natural da
cavidade oral. E capaz de suprimir a acdo dos linfocitos, o que contribui para a infe¢éo bucal**°.
Além de possuir varios fatores de viruléncia, é capaz de compartilhar tracos de viruléncia,
devido aos seus elementos moveis poderem ser transferidos por conjugacdo dos plasmideos
pheromone-responsive entre as espéecies, 0 que leva a maior sobrevivéncia e contribui para a
sua capacidade de causar a doenca, e para a sua evolucido em meio hospitalar 33132, Tem,
também, um papel importante nas infecdes do trato urinario, sendo o patogéneo mais associado

a patologias do trato urinario inferior, com uma capacidade de viruléncia maior que a E. coli'®,
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2.5.4. Klebsiella pneumoniae

A K. pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, aerébio facultativo, mas com melhor
crescimento em condigdes aerdbias. E encontrada em locais como &gua, solo, plantas e esgoto.
Desta forma, a coloniza¢do em seres humanos ocorre devido ao contato com 0 meio ambiente
e coloniza o trato gastro intestinal de forma comensal, mas quando coloniza a orofaringe ou
fezes humanas leva a quadros de infecdo®*. Estudos indicam que as infeces causadas por K.
pneumoniae carbapenemases, em 2000, foram < 1% e em 2007 a percentagem aumentou para
8% ©. As infecBes por K. pneumoniae estdo associadas ao trato urinario, septicémia intra-
hospitalar e pneumonia, causando elevada comorbilidade e mortalidade em pacientes
hospitalizados!®>**, A sua elevada resisténcia é também devido a capsula que exibe a qual

reduz a fagocitose pelos macrofagos aumentando a sua resisténcia®’.

2.5.5. Staphylococcus saprophyticus

A S. Saprophyticus ¢ um Gram-positivo, anaerobio facultativo. O trato gastrointestinal
é o principal reservatorio de S. saprophyticus e a colonizacdo rectal, vaginal e uretral esta
associada com os cuidados de satde®*®, A S. saprophyticus ¢ a Unica espécie de Staphylococcus
que é uropatogénica e o que a distingue das restantes pertences a Staphylococcus € o facto de
processar um gene que codifica para D-serina-deaminase, uma enzima que cataboliza D-serina
em piruvato e amonia*®**4°, E igualmente caracterizada por se ligar a diferentes proteinas da
matriz como o colagénio e a fibronectina e tem propriedades de superficie diferente como

hidrofobia e hemaglutinagdo®4:-143,

2.5.6. Salmonella enterica

A S. enterica € um bacilo Gram-negativo, € anaerobia facultativa e tem a capacidade de

lidar com condic@es adversas como: baixa abundancia de nutrientes e ides metabdlicos, ou seja,
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a sua versatilidade metabdlica da-lhe capacidade para resistir a imunidade do hospedeiro*4. A
S. enterica incluiu seis subespécies que sdo caracterizadas pela sua bioquimica e natureza dos
antigéneos’*. A infecdo por S. enterica ocorre devido a comida e ou agua contaminada, ou

através de animais infetados por contacto com ambientes infetados com matéria fecal®.

2.5.7. Enterobacter cloacae

A E. cloacae ¢ um bacilo Gram-negativo, é anaerdbia facultativa e encontra-se em
ambientes aquaticos e terrestres. Esta presente, comensalmente, no trato intestinal humano e
animal**’. A E. cloacae é importante como um patogéneo nosocomial sendo o responsavel por
até 5% de sepsis nosocomial, 5% das pneumonias nosocomiais, 4% das infecdes urinarias
hospitalares e 10% dos casos de peritonite pos-cirtrgicas'*®. Estudos recentes apontam que 0s
biofilmes da E.cloacae sdo expressos devido ao papel ativo de proteinas fimbriae curlit#910,

Quanto as resisténcias, estudos comecam a demonstrar que a E. cloacae adquiriu MDR,
através da producdo de ESBLs e B-lactamases VEB-3, e alguns surtos comegam a apresentar-

se em Varios paises, como China, Espanha e Grécia'>!*°2,

2.5.8. Enterobacter aerogenes

A E. aerogenes é um bacilo Gram-negativo, é anaerdbica facultativa e encontra-se,
comensalmente, no trato gastrointestinal humano, causando danos a pessoas imunodeprimidas,
pois € de natureza nosocomial'®3. Esta é a responsavel por 15% a 20% de todas as infe¢Ges por
Enterobacter spp. Estes podem ser agentes causais de pneumonia, infecdes do trato urinario
(ITU), meningite, infecdo em feridas e infe¢bes relacionadas a dispositivos intravasculares e
protéticos®. Tem uma elevada capacidade adaptativa, facilmente adquire resisténcia a
antibioticos B-lactdmicos durante a terapia e a sua resisténcia a antibioticos esta associada a alta

taxa de mortalidade!®*. Nos ultimos anos, os isolados desta espécie, que sdo naturalmente
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resistentes a aminopenicilinas, expressaram MDR a B-lactamicos, quinolonas e

tetraciclinas'?1,

3. Stress oxidativo

A definicdo de stress oxidativo define-se como o desequilibrio entre os oxidantes e 0s
antioxidantes e divide-se entre os dois resultados mecanicistas: os danos macromoleculares, os
quais tem ligagdo aos mecanismos oxidativos relativos aos radicais livres, e a interrupcgéo de
circuitos de controlo e sinalizagio redox, que se baseia na cinética da xantina oxidase!*®'*’. O
stress oxidativo € um processo natural e intrinseco ao metabolismo humano. As enzimas
responsaveis por manter o seu nivel fisiologico baixo sdo os antioxidantes. Mas, na falta destas
enzimas a homeostase ndo se mantém e, consequentemente, os radicais livres passam a ter um
papel predominante.

Os radicais livres sdo moléculas pequenas, difusiveis, tém um eletrdo ndo emparelhado
e tendem a ser reativos em reacdes em cadeia, danificando multiplas células®®. Portanto, o
stress oxidativo tem sido alvo de muitos estudos nos Gltimos anos visto que é associado como
causador e catalisador de varios processos patoldgicos. As doencas relacionadas com a idade
como a diabetes, as doencas cardiovasculares, cancro e doencas neurodegenerativas, e a
resisténcia das bactérias estdo cada vez mais ligadas ao elevado stress oxidativo®®-1%, Alguns
estudos sugerem que o tratamento com antibidticos resultam no aumento do stress oxidativo
através da reagdo de Fenton (Eg.1), mas também ha estudos que contrariam estes resultados®>-
167 No entanto, um elevado nivel de antioxidantes protege a bactéria da resposta imunitaria do
hospedeiro assim como a resposta a terapia antibacteriana®®1%°, Na figura 7 séo apresentados a

origem dos ROS e as suas consequéncias fisioldgicas.

Fe?* + H,O,—»Fe3* + OH +OH (Eq.1)
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Fontes enddgenas de Defesa antioxidante ROS
ROS Sist. Enzimatico
Mitocondria SOD, CAT, GPx — - —
Peroxissomas Radicais N&o radicais
Citocinas inflamatorias Sist. N&o enzimatico 02 Superoxido H,0; Peréxido de hidrogénio
NADPH Oxidase GSH, Vit. C, Vit E, Vit OH®  Hidroxilo HOCL®  Hipoclorato
Lipoxigenases D, Flavontides, Q10, HO2" Hidroperoxilo O Ozono
Cit P450 Selénio RO, Peroxilo 10, Singleto de Oxigénio
0 RO®  Alcoxilo
Fontes exdgenas de
ROS M

Raios UV
Radiacéo lonizante
Quimioterapicos
Xenobioticos

Defesa antioxidante
eficiente e controlo na
producéo de ROS:

Homeostasia

Defesa antioxidante
ineficiente e ou existe
producéo descontrolada

de ROS:

Stress Oxidativo

Fisiopatologias \\

Envelhecimento

Figura7: Origem das espécies reativas de oxigénio (ROS): Os antioxidantes sdo gerados no metabolismo normal
e nas mitocondrias, peroxissomas e em Vvarias enzimas citosdlicas. Os sistemas de defesa antioxidantes mantém a
homeostase fisiologica, se estiverem em equilibrio. Se eles estiverem desequilibrados por serem menos que 0s
oxidantes, ocorre 0 stress oxidativo que conduz a dano celular e que se manifesta clinicamente como
envelhecimento patoldgico ou condices fisiopatoldgicas.

3.1. Fatores de stress oxidativo

3.1.1. Fontes ndo enzimaticas

Os radicais livres incluem espécies radicais reativas a oxigénio, O>~ e ‘OH', mas também
formas ndo radicais reativas a oxigénio, H2Oz, 'Oz e Os, 0s quais se envolvem em reagdes de
oxidacdo tornando-se potencialmente nocivos para as célulast’®'’, As espécies reativas a
oxigénio (ROS), em baixas concentracGes, sdo vitais para a defesa celular, controlo de
processos celulares fisioldgicos como a expressao genética, e a apoptose em vias de transducao
de sinal como segundos mensageiros. Em elevadas concentracfes, excedendo a capacidade
antioxidante da célula, os ROS tem uma atividade ilimitada de oxidacdo das moléculas e dos

componentes celulares, o que leva a destruicdo de biomoléculas e de células®®’.
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3.1.2. Fontes enzimaticas

As fontes enzimaticas encontram-se no espaco intracelular. A monoamina oxidase,
contida numa hemo, presente na membrana mitocondrial externa catalisa a desaminagao
oxidativa de aminas e, portanto, produz H20 e citosol na matriz o que leva a leséo celular. A
NADPH oxidase, presente nos neutréfilos, tem um papel importante nas defesas do hospedeiro
contra a invasdo de microbios através da geracéo de superoxidost’2. A xantina oxidoreductase
esta presente na forma de xantina dehidrogenase, a qual é transformada em xantina oxidase
produzindo assim H,O2 e O3, A mieloperoxidade cataliza H,O; e outros substratos acidos
altamente reativos!’. O Citocromo P450 oxidase, presente na mitocondria, faz parte de varios
metabolismos e catabolismos, onde transfere dois eletrGes; um esta ligado a oxigenio e uma

parte do oxigénio é reduzida em superdxidos, inevitavelmente®®,

3.2. Mecanismos de regulacéo do stress oxidativo

3.2.1. Antioxidantes enzimaticos

O mecanismo para a eliminacdo do potencial oxidante inclui uma complexa rede
bioguimica da qual fazem parte, maioritariamente, a dismutase do superéxido (SOD), a catalase
(CAT), a S-transferase da glutationa (GST) e a peroxidase da glutationa (GPx)®®. A funcéo
antioxidante do GSH depende principalmente do seu papel como um componente da via
enzimatica que as células desenvolveram contra ROS, que consiste em GPx e redutase da
glutationa (GR). A GPx catalisa a converséo de H20», produzido pela SOD com a dismutacéo
do anido superoxido em agua. A GR contém FADH e utiliza equivalentes redutores a partir de
NADPH para reconverter a GSSG em 2GSH e assim regenerar a GSH%2, A figura8 demonstra

todos 0s mecanismos e suas interagdes.
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Figura 8: O stress oxidativo e a disfuncéo na mitocondria: A transferéncia de eletrGes em complexos I, 111 e 1V por
NADH produz um gradiente de protdes sobre a membrana mitocondrial externa e gera um potencial entre a
membrana mitocondrial interna e membrana mitocondrial externa. Os ROS séo subprodutos da passagem de
eletrbes. Estes sdo passados do complexo Il para o complexo I11. Visto que sdo dadores de eletrfes, o excesso de
NADH e FADH2 produz um elevado gradiente de protdes através da membrana mitocondrial interna, o que
aumenta o volume dos complexos iniciais, e assim produz um aumento dos niveis de radicais. Abreviacoes: €
eletrdes; CoQ10: Coenzima Q10; CitC: Citocromo C; O.™: Superdxido; H,O.: per6xido de hidrogénio; SOD:
dismutase do superdxido. (Adaptada de Leinninger, GM et al, 200617%)

3.2.1.1. Bioquimica e fun¢des das glutationas

A Glutationa, L-y-glutamyl-L-cysteinylglycine, é a principal defesa celular antioxidante
na protecdo das celulas das toxinas exdgenas. A glutationa reduzida (GSH), um substrato da
GPx e da GST, fornece uma primeira linha de defesa contra ROS ao eliminar os radicais livres
e reduzir o H,0,!". A GSH é sintetizada no espaco intracelular, com concentrac@es entre 0,2 e
10 mM, por a¢Bes sequenciais da sintetase da g-glutamilcisteina (GCS) (Eg.2), e da sintetase
da glutationa (GS) (Eg.3), numa série de reacOGes catalisadas por enzimas, que tém sido

denominados como o ciclo y-glutamil*’”:178,

L-Glu+L-Cys+ATP < L-y-Glu—L-Cys+ADP+Pi (Eq.2)
L-y-Glu-Cys+Gly+ATP <> GSH+ADP+Pi (Eq.3)

Algumas das fungdes das glutationas referem-se a: capacidade para varias reacoes e
desempenho de um papel importante na desintoxicacdo do H2O- e outros peroxidos e radicais
livres. A funcdo de glutationa na desintoxicacdo do organismo € patente a uma grande variedade

de xenobioticos, 0 que comprova o seu papel na desintoxicacdo!’®. A maior parte da GSH é

30



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

utilizada por trés elementos da GPx e também pela peroxirredoxina 6 (Prdx6) (Eq.4). Estas
enzimas catalisam a reducdo de H.0, em H>O e de GSH em GSSG. No entanto, a Prdx6 exige
a presenca de GST para ser activado?®,

2GSH + H,0, SPxouPrdd,  GSSG + 2H,0 (Eq.4)

3.2.1.1.1. Bioquimica de GSH/GSSH

A taxa de sintese de GSH é controlada pela disponibilidade de substrato, principalmente
L-cisteina, a qual é a quantidade e proporc¢éo relativa entre as duas subunidades do GCS e a
medida da inibicdo de retorno da GCS por GSH"181, A GSH e GSSG constituem as formas
de glutationa livre e representam o total de glutationas. O equilibrio do estado redox das
glutationas é mantido pelo racio de GSH/GSSG o qual se mantéem em niveis estaveis através
do NADPH que por sua vez estd dependente da atividade da GR. Quando ocorre stress
oxidativo, o0 GSH citosdlico e 0 GSSG sdo exportados para o0 espaco extracelular por
transportadores de membrana plasmatica, pois as reacdes antioxidantes ocorrem no espaco
extracelular 182718 O GSSG, que acaba por ser a forma oxidada de GSH, é caracterizado por
uma ligacdo dissulfureto entre duas moléculas de GSH. Este é reduzido novamente em GSH
através do NADPH, que depende da catalise da GR!. Com efeito, a GSH e sistemas
enzimaticos relacionados com GSH sdo ferramentas eficazes que as células exploram na

desintoxicacéo.

3.2.2. Antioxidantes nao enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos sao moléculas de baixo peso molecular e incluem,
principalmente, &cido ascorbico, a-tocoferol, co-fatores enzimaticos como o Q10, selénio e
flavonoides.

O é&cido ascérbico tem dois compostos com propriedades antioxidantes: L-ascérbico e
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0 L- dehydroascérbico. Este tem quatro grupos OH, 2 dos quais sdo &tomos de carbono
adjacente, e € capaz de quebrar ibes de metais e desintegrar radicais livres, visto que reduz
.02186_

O o-tocoferol, uma das foras da vitamina E, encontra-se maioritariamente nos lipidos e
impede a propagacdo das reacBes em cadeia, nas membranas plasmaéticas, induzidas pelos
radicais livres. O grupo livre OH no seu anel aromatico é o responsavel pelas suas propriedades
antioxidantes®®’.

A Coenzima Q10, unico antioxidante soltvel lipido sintetizado endogenamente, na sua
forma reduzida, ubiquinol (CoQH2), inibe a oxidacdo proteica através da inibicdo da
peroxidacio lipidical®®,

Quanto aos flavonoides, 0os compostos mais estudados sdo o acido cafeico, o &cido
galico e o &cido elagico, os quais inibem a peroxidagéo lipidica, pela captacdo de radicais
livreste®.

O selénio, como um componente enzimatico, tem fungdes antioxidantes ao atuar contra
a peroxidacéo lipidica. A sua funcdo protetora € devida, maioritariamente, a sua presenca na
GPx!,

3.3. Relacéo entre o stress oxidativo e a acdo bacteriana

Os fagdcitos estdo nas primeiras linhas de defesa contra patogéneos, tém enzimas
especificas que geram ROS antimicrobianas e, consequentemente, a atividade antioxidante dos
patogéneos tem um papel importante na colonizacgéo e persisténcia do local de infecdo. A E.
feacalis estd preparada para sobreviver ao stress oxidativo e € altamente resistente aos
fagdcitos!®192, Esta resisténcia deve-se ao superoxido dismutase do manganés (Mn-SOD), a
trés peroxidases dependentes de NADH nomeadamente alcahidroperoxido redutase, tiol
peroxidase, e NADH-peroxidase!®>19, No entanto, dentro dos Enterococcus varias espécies sdo
produtoras de niveis elevados de ROS, mais especificamente de Oy extracelular e H20;: E.
casseliflavus, isolados de E. faecium?%419,

A E. coli também produz O extracelular no entanto uma quantidade mil vezes inferior
a estas espécie'®. Ainda referente a E. coli, um estudo recente mostra que a perda de sigma-s

na fase estacionaria da E.coli torna-a mais sensivel a gentamicina, com baixa utilizacdo da sua
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acdo antioxidante. Desta forma, a gentamicina atua na fase estacionaria da bactéria através da
formacdo de ROS podendo assim direcionar a defesa antioxidante da E. coli e, por
consequéncia, tem uma melhor eficécia antibacterianal®’.

Outro mecanismo relacionado com o stress oxidativo séo as bombas de efluxo MDR em
que 0 aumento da sua expressdo pode dar maior protecdo contra o stress oxidativo e facilitar a
sobrevivéncia das bactérias, na presenca da mesma concentracdo intracelular de antibidtico.
Nas bombas de efluxo MDR h& uma sobreposicdo reguladora bem estabelecida entre as
respostas do stress oxidativo e o antibidtico. As bombas de efluxo acrAB s&o reguladas pelo
sistema superdxido-sensivel (soxR), e tem sido sugerido que soxR regulado por genes leva a
uma reposta contra os antibioticos**®1%, Neste caso, a elucidacdo dos passos apos as interacoes
droga-alvo, mas antes da deplecdo do NADPH, é essencial para perceber o0 mecanismo de morte
das bactérias'®®.

A M. tuberculosis, devido a multiplicidade de caminhos dos ROS, tem protecéo contra
antibidticos, implicando os ROS na inibicdo da sua agdo antibacteriana'®. A ligagdo entre a
resposta do stress oxidativo e a tolerancia ao antibidtico foi também demonstrada em modelos
intracelulares usando a bactéria Mycobacterium marinum onde esta exibe tolerancia ao
antibiotico logo apos a fagocitose. Este fenotipo de tolerancia depende da expressao das bombas
de efluxo as quais tém sido implicadas no mecanismo de resposta do stress oxidativo como

mecanismo para as bactérias danificadas pelos ROS.

4. Quinoxalinas e seus derivados

Os derivados das quinoxalinas sdo objeto de interesse na saude e a nivel industrial visto
que sdo intermediarios importantes tanto para farmacos como para materiais tecnoldgicos?®.
No entanto, ao longo do presente estudo sO a vertente clinica serd estudada. Como referido

inicialmente, as quinoxalinas sdo compostos heterociclicos de caracter sintético.
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4.1. Derivados da quinoxalina 1-4 dioxido

Os compostos estudados designam-se em quinoxalina 1,4-diéxido (QNX), 2-metil-3-
benzilquinoxalina-1,4-dioxido (2M3BQNX), 2-metilquinoxalina-1,4-dioxido (2MQNX) e 2-
amino-3-cianoquinoxalina-1,4-diéxido (2A3CQNX), os quais sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Derivados de quinoxalinas em estudo 2%,

2-metil-3-benzil 2-amino-3- g . . .
quinoxalina-1,4- diéxido cianoquinoxalina-1,4- 2-metilquinoxalina-1,4-  Quinoxalina -1,4-
(2M3BQNX) dioxido (2A3CQNX) dioxido (2ZMQNX) dioxido (QNX)

or

-o\ NH I. Ji
AN AN N N Z
. ! I. 'IJ

4.2. Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e seus derivados

Diversos derivados das quinoxalinas tém mostrado muitas propriedades antibacterianas
e por isso 0 seu potencial continua ativo em pesquisa. Na tabela 4 sdo apresentados exemplos

de derivados de quinoxalinas com atividade antibacteriana, ja estudados.
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Tabela 4: Atividade antimicrobiana de derivados de quinoxalinas.

Atividade antimicrobiana de derivados de quinoxalinas

Nome

2-hidréxido-3- metilo quinoxalina-
1,4-di-N éxido

1,2,3-trisubstituida-1,4-
dihidrobenzoquinoxalina-5,10-dionas

2,3-bis(bromometilo)quinoxalina

oxazolo(4,5-b)quinoxalina-
2-yl-hidrazona

Equinomicina

2-carboxamidaquinoxalinal,4-di-N-
oxido

N'-(2-clorobenzilideno)-3-hidroxi-7-
metilquinoxalina-2-carbohidrazida

1,2-dihidro-3-(2-metil (IH)-
imidazol[1,2-a]piridin-3-
ilo)quinoxalina

3-arilquinoxalina-2-carbonitrilo di-N-
oxido

1-((3-metil-5-0x0-4,5-dihidro-(1H)-
pirazol-4-il)metil)quinoxalina-
2,3(1H,4H)-diona
2,9,10-trisubstituida-6-oxo-7,12-
dihidrocromeno[3,4-b]quinoxalina

2-[4-(arilidenohidrazinocarbonil)
anilina]-3-metilquinoxalina

Atividade

Antibacteriano contra
Gram-negativas

Antibacteriano contra K.
Pneumoniae e E. coli

Antibacteriano contra
Gram-negativas

Antibacteriano com melhor
resposta do que amoxicilina

Antibacteriano contra
resisténcia e biofilmes de S.
aureus e E. faecalis.

Atividade
antimicobacteriana*

Antibacteriano contra S.
aureus comparando com
ofloxacina. Maxima
atividade contra a E.coli
Atividade antibacteriana
contra Bacillus spericus e
E.coli

Atividade antibacteriana
contra Trypanosoma cruzi

Atividade
antimicobacteriana

Atividade antibacteriana
contra S. aureus e P.
aeruginosa

Atividade antibacteriana
contra S. aureus, E.coli e C.
albicans

Referéncia

Francis J, et al (1955)%"

Vishnu et al (2006)%

Sanna P, et al (1999) em
Jadhavar, P. et al (2014)%*

Khan, S. e Asiri, A. (2011)*®

Watanabe, K et al. (2009) em
Krota,V. et al (2014)*; Soja,
A et al (2009)%®

Radwan, A. e
Abdel-Mageed, W. (2014)*?

Kumar, A et al. (2009)%’

Reddy, B e Reddy, M
(2010)%8

Moreno, E e Pérez, S.
(2013)%°

Ramalingam, P et al.
(2010)%°

Sandeep, A. Et al (2006)**

Refaat, H. et al (2004)**?
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5. Objetivos

5.1. Objetivo geral do presente estudo:

e Avaliar a atividade antimicrobiana das quinoxalinas e seus derivados em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, com e sem resisténcias a antibioticos. Inferir a influéncia

destes compostos no stress oxidativo.

5.1.2. Objetivos especificos:

e Avaliar a atividade da quinoxalina-1,4-dioxido (QNX) e seus derivados em bactérias
Gram-positivas, E. faecalis, S. saprophyticus, S. aureus e MRSA, e Gram-negativas, S.
enterica, K. pneumoniae, E. aerogenes, E. coli Tem 180, E. coli Tem 201 e E cloacae;

e Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) através do método de
Microdiluicéo;
e Efetuar o estudo do crescimento microbiano ao longo do tempo, 24h, na CMI, com e

sem composto e, desta forma, avaliar a significancia da atividade antimicrobiana dos

COMpostos;

e Avaliar o rdcio GSH/GSSH das estirpes bacterianas sujeitas a presenca dos derivados da

quinoxalina que apresentam atividade antibacteriana.
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Capitulo I1:

Materiais e métodos
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6. Materiais e métodos

6.1. Concentracdes da Quinoxalina-N,N-dioxido e derivados

Foram preparadas solucbes de stock das quinoxalinas utilizadas, QNX, 2MQNX,
2A3CQNX e 2M3BQNX, com a concentracdo de 2mg/mL. Solu¢Ges mais diluidas foram
preparadas a partir desta. Uma vez que as quinoxalinas sdo fotossensiveis, € importante
manter as solugdes protegido da luz, de forma a evitar a sua degradagdo. Todos 0s compostos
foram filtrados antes de qualquer ensaio. Foram utilizados filtros de membrana provenientes
da Pall Life Sciences® (GHP Acrodisc 13mm Syringe filter 0,45um GHP membrane;
GHPolypro 47 mm 0,45um hydrophilic Polypropylene Membrane filters).

6.2. Estirpes bacterianas

Como modelos procariotas, foram utilizadas as estirpes S.enterica spp, K.
pneumoniae spp, E. Faecalis spp, S. saprophyticus spp, E. aerogenes spp e Enterobacter

cloacae spp. Estas estirpes foram armazenadas a temperatura de -80 ° C.

6.3. Método para o Teste de Suscetibilidade antimicrobiana

As estirpes foram cultivadas em Trypticase Soy Agar (TSA) e incubadas a 37°
durante 18 a 24h. Os componentes e as respetivas quantidades utilizadas encontram-se
descritos na tabela 5. Depois da obtencdo de culturas puras em TSA, utilizaram-se as
colonias isoladas para preparar suspensdes microbianas em meio Tryptic Soy Broth (TSB)
com uma densidade 6tica e 0,2 (GENESYS 20). Desta forma, e para um volume final de
200puL, fez-se uma diluicdo de 10 vezes para equivaler a essa densidade. Este valor foi
calculado segundo a escala de McFarland de 0,5 - 1,5x108 unidades formadoras de coldnias
(UFC)/mL. De acordo com o método, foram utilizadas 0,6x10” UFC/mL, por poco, em todos
0S ensaios.

Usaram-se microplacas de 96 poc¢os onde se realizaram os testes de suscetibilidade a

diferentes concentragfes de composto para as diferentes estirpes. Essas concentragdes
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utilizadas resultaram da diluicdo volumétrica da solucdo-mée, de acordo com: 1:1, 1:1.2,
1:1.4, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:8, 1:16 e 1:32, para um volume final, em cada poco, de 200 L.
Adicionou-se também uma linha para o controlo positivo (bactérias e meio), outra para o
controlo negativo (apenas meio), e outra para 0 branco (composto e meio). O volume de
bactéria foi constante em todos os pogos, correspondendo a 20 pL da solugdo bacteriana
preparada anteriormente. Foram alteradas, ao longo dos ensaios, apenas as concentragcdes do
meio ¢ do composto com o célculo de volume final em cada pogo de 200 pL. No final, as
microplacas foram fechadas e incubadas a 37°, entre18h a 24h.

A MIC do composto foi testada através da observacdo da turvacdo do meio,
comparando com o controlo negativo, controlo positivo e branco e os resultados obtidos
foram confirmados e comparados através de réplicas. Este procedimento realizou-se segundo
os critérios do CLSI para os antimicrobianos disponiveis comercialmente (M7- A7—
Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;

Approved Standard—Seventh Edition)?'® e adaptados para os compostos estudados.

Tabela 5 : Método para o Teste de Suscetibilidade antimicrobiana.

Meio para microdiluigdo Tryptic Soy Broth (TSB)

Meio para cultivo de estirpes Trypticase Soy Agar (TSA)

Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,

Bactérias testadas Staphylococcus saprophyticus, Enterobacter aerogenes, Escherichia

coli Tem 180, Escherichia coli Tem 201 e Enterobacter cloacae

O volume de suspensé@o microbiana

no meio 20 L
Comprimento Qe onda do 620 nm
espectrofotometro
Concentracgéo dos compostos 2mg/mL
Volume utilizado de composto 10-170 pL
Temperatura de incubagéo 37°
Tempo de incubagéo 24h
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6.4. Avaliacdo do crescimento bacteriano sujeito ao composto

Apos a determinagdo da CMI, realizaram-se o0s procedimentos para a avaliagdo das
curvas de crescimento. Desta forma, utilizou-se uma concentragdo inferior ao valor de CMI
e a CMI, incluindo-se sempre os controlos positivos e o branco. Através do leitor de
microplacas Thermo Scientific Multiskan FC procedeu-se a recolha dos dados que
permitiram avaliar o crescimento das estirpes na presenca do composto. O ensaio foi
desenhado de forma a se obterem valores de densidades nos tempos 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5,3.0,4.0,5.0, 6.0 e 24.0 horas.

6.5. Analise por HPLC

A analise por HPLC integra uma fase movel liquida e uma fase estacionaria, que
atuam a pressoes elevadas. O equipamento utilizado foi o Hitachi® High-Performance
Liquid Chromatograph LaChrom Elite, provido de uma bomba quaternaria HTA L-2130,
série Lachrom Elite, um autosampler L-2200, série LaChrom Elite, um desgaseificador de
solventes por vacuo, em linha, incorporado e o forno de colunas L-2300, série LaChrom
Elite. O detetor utilizado foi um DAD L-2455, série LaChrom. O Software EZChrom Elite,

série Lachrom Elite foi utilizado para a recolha e tratamento dos dados cromatogréaficos.

6.5.1. Analise das Glutationas por HPLC

No método de HPLC, fez-se uma andlise do stress oxidativo em células bacterianas,
sujeitas a presenca de quinoxalinas, nas concentraces de MIC, menor que MIC e sem
composto.

A preparacdo da amostra para ser analisada em HPLC € um dos passos mais
importantes para o sucesso da andlise. Desta forma, e de acordo com estudos prévios,
realizados no grupo de investigacdo?!procedeu-se a preparagdo, por microdiluicdo, e
incubacdo da amostra e ao congelamento das solucBes bacterianas, na presenca dos

compostos em estudos, nos diferentes tempos de analise, de forma a parar a evolucdo do
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estado de stress oxidativo. As solugdes foram mantidas a -80°C, até ao momento da analise
cromatogréfica.

De forma a desproteinizar as amostras, as solu¢bes foram sujeitas, apds
descongelamento, a adicdo do acido trifluoroacético (TFA) seguida de uma centrifugacao, a
8000 rcf, durante 20 min das quais se retiraram 100 pL de sobrenadante. A analise
cromatogréfica para avaliagdo do stress oxidativo foi realizada de acordo com o método
descrito em Vieira, M. 2013. A fase movel consistiu em 6L de H20 ultrapura com 0,085%
de &cido fosférico. A separacdo das glutationas € realizada numa coluna cromatogréfica
Purospher® STAR C18 de dimensdes 250x4,6 mm, 5 um. A temperatura da coluna ¢é
mantida constante a 40°C e todos os eluentes tém der ser filtrados e desgaseificados antes da
sua utilizacdo no sistema cromatografico. A eluicdo dos compostos é realizada em condicGes
isocraticas, para que a composicdo da fase movel permaneca inalterada durante todo o
processo, sendo que, a fase movel € constituida por uma solucdo de H>O 0,085% H3zPOs
(pH=4,5), com um fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecdo é de 20 uL, quer para os
padrdes quer para as amostras, com o detetor programado a 200 nm, 215 nm e 225 nm. Cada
corrida efetuou-se num tempo total de 15 minutos, com trés réplicas e com um intervalo de
espera entre cada corrida de 1 minuto. Os padrdes da GSH e GSSG foram analisados
separadamente, numa primeira fase, de forma a determinar o tempo de retencéo de cada um,

e, posteriormente analisados em conjunto, numa mesma solucéo.

6.6. Analise estatistica

A andlise estatistica realizou-se recorrendo aos softwares Graphpad Prism versdo 6 e o
IBM SPSS statistics versdo 20. Para esta analise utilizaram-se as ferramentas de célculo de
estatistica descritiva, para o célculo de média, mediana e desvio-padréao. Utilizou-se
também o teste estatistico ndo paramétrico Mann-Whitney, devido ao tamanho da amostra

ser reduzido.
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Capitulo I11:

Resultados
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7. Atividade antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizou-se 0 método de microdiluigéo,
de acordo com o CLSI M7-A7. Desta forma, foi possivel verificar a atividade antibacteriana
dos compostos estudados e, para aqueles em que se verificou inibicdo de crescimento, foram
testadas concentracGes de composto sucessivamente menores, de forma a ser possivel
determinar o valor de CMI. Todos os ensaios foram realizados, pelo menos, em triplicado.

Apo6s a determinacdo do valor de CMI, foram estudadas as curvas de crescimento
para avaliar a viabilidade das células bacterianas, ao longo do tempo, quando sujeitas a CMI
e a uma concentragdo imediatamente inferior. O método de microdilui¢do foi utilizado para

todas as estirpes e compostos com 0s mesmos procedimentos.

7.1. Determinacéo de CMI

De forma a observar a presenca ou auséncia de turvacao, as placas foram incubadas
24 horas a 37°C. A presenca de turvacdo indica que houve crescimento microbiano. A tabela

6 apresenta as CMI obtidas das quinoxalinas para as varias bactérias estudadas.

Tabela 6: Concentracdo minima inibitoria do composto QNX para as estirpes em estudo.

CMI

Bactéria QNX tho_r 9e 2MQNX F_atqr E:ie 2A3CQNX tho_r Eje

(mg/mL) diluicdo | (mg/mL) diluicdo (mg/mL) diluicdo
E.cloacae 0,4 1.5 - -
E. aerogenes 0,7 1:3 1 1:2 -
E. faecalis - - -
S.saprophyticus - - -
S.enterica 0,3 1:8 0,3 1:8 1 1:2
K.pneumoniae 0,7 1:3 1 1:2 0,4 1:5
S.aureus - - 1,4 1:1,4
E.coli Tem 180 - 1,7 1:1,2 -
E.coli Tem 201 - 1,4 1:1,4 -
MRSA - 1,7 1:1,2 -
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7.2. Curvas de crescimento

Para a anélise do comportamento das bactérias sujeitas & presenca dos derivados de
Quinoxalina estudados, testaram-se os valores de CMI, inferiores a CMI e ainda procedeu-
se a analise da curva de crescimento sem composto, as quais foram realizadas desde o tempo
0, logo apds da inoculacdo da bactéria na microplaca, até as 24 horas. O valor inferior de

CMI apresentado nos gréficos corresponde ao fator de diluicdo posterior ao de CMI.

8. Atividade antimicrobiana do composto QNX

A QNX apresentou CMI para a E.cloacae, E.aerogenes, K.pneumoniae e S.enteria.
A E. faecalis, S. saprophyticus, S.aureus, E.coli Tem 180 e E.coli Tem 201 e MRSA

cresceram em todas as concentragdes estudadas, ou seja o seu valor de CMI ¢ > 2mg/mL.

8.1. Curvas de crescimento

8.1.1. E. cloacae

O crescimento bacteriano da E. cloacae sujeita a auséncia e presenca de QNX apresenta-

se no grafico 1.
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Gréfico 1. Evolucgdo do crescimento da E. cloacae, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na presenca
do composto QNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitéria): 0,2mg/mL; CMI
(concentragdo minima inibitdria): 0,4mg/mL.

45



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

Apos a andlise dos resultados, evidencia-se que, ao fim de 3 horas de exposi¢do ao
composto os resultados mostram que o crescimento bacteriano da E. cloacae foi mais baixo
em CMI do que na concentracao inferior a CMI. Ao fim de 24 horas, a diferencga entre a CMI
e ACMI é significativa, observando-se que em CMI ndo houve crescimento desde as 6 horas,
ao passo que ACMI cresceu progressivamente. Os resultados de comparagdo da variagdo de
crescimento bacteriano ao longo do tempo, entre a amostra sem composto e a amostra

ACMI, apresentam diferencas significativas (p <0,05).

De acordo com os resultados supracitados, conclui-se que a E.cloacae sujeita a
presenca de QNX ndo apresenta crescimento ao fim de 24 horas, ao contrario de ACMI e
SC.

8.1.2. E. aerogenes

O crescimento bacteriano da E. aerogenes sujeita a auséncia e presenca de QNX

apresenta-se no grafico 2.

E.aerogoenes QNX
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Gréfico 2. Evolucdo do crescimento da E. aerogenes, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto QNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitoria):
0,5mg/mL; CMI (concentra¢do minima inibitéria): 0,7mg/mL.

Pela observacdo do gréafico anterior, verifica-se a E. aerogenes na auséncia do
composto QNX tem crescimento visivelmente mais elevado do que quando na presenca de
composto. O comportamento da estirpe sujeita a ACMI e CMI € muito semelhante ao longo
das 24 horas. As 24 horas verifica-se a auséncia de células viaveis, 8 CMI, e a presenca de
células viaveis a ACMI. A diferenca entre o crescimento bacteriano da amostra SC e ACMI

é estatisticamente significativa (p <0,05).
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8.1.3. K. pneumoniae

O crescimento bacteriano da K. pneumoniae sujeita a auséncia e presenca de QNX

apresenta-se no gréfico 3.

K.pneumoniae QNX

—— CMI
—=— ACMI

1.54
—— SC

1.0

Densidade otica

0.54

0.0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
Tempo(min)

Grafico 3. Evolucédo do crescimento da K.pneumoniae, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto QNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitoria):
0,5mg/mL; CMI (concentragdo minima inibitoria): 0,7mg/mL.

No gréfico 3, a K. pneumoniae apresenta, entre as 3 e as 6 horas, crescimento gradual
em ACMI E SC, o que ndo se verifica em CMI a partir das 3 horas. A partir das 6 horas, na
CMI deixa-se de observar variacdo no crescimento. O inverso ocorreu em ACMI e SC nas
quais se observa a continuagdo do crescimento bacteriano. As diferengas de crescimento
bacteriano entre ACMI e SC séo significativas (p <0,05). Desta forma, para 0 composto

QNX, a K.pneumoniae ndo apresenta crescimento as 24 horas, na CMI de 0,7mg/mL.

8.1.4. S. enterica

O crescimento bacteriano da S.enterica sujeita a auséncia e presenca de QNX apresenta-

se no grafico 4.

47



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

S.entérica QNX
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Grafico 4. Evolucdo do crescimento da S. enterica, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na presenca
do composto QNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitéria): 0,1mg/mL; CMI
(concentragdo minima inibitéria): 0,3mg/mL.

Para a S. enterica, os resultados obtidos nas amostras de crescimento (grafico 4)
descrevem que houve crescimento e viabilidade da bactéria as 24 horas, mesmo para o valor
detido nas microdiluicdes como CMI. Desta forma nao esta de acordo com a concentragao
de QNX ser igual a CMI. Pela anélise, é demonstrado que o composto QNX inibe a S.
enterica mas apenas nas primeiras 6 horas, nas amostras sujeitas a presenca de QNX. A
partir dai ha um crescimento visivel em CMI. Contudo, o crescimento em ACMI é
significativamente inferior quando comparado com a amostra na auséncia de composto
(p<0,05).

9. Atividade antimicrobiana do composto 2ZMQNX

9.1. Determinacao da CMI

A determinacdo da CMI em 2MQNX segue o0 mesmo método referido em QNX.
Definiu-se a CMI encontrada em algumas das estirpes estudadas: E. aerogenes, S. enterica,
K. pneumoniae, MRSA, E. coli Tem 201 e E. coli Tem 180. A CMI de cada estirpe encontra-

se na tabela 6.

48



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

9.2. Curvas de crescimento

9.2.1. K. pneumoniae

O crescimento bacteriano da K. pneumoniae sujeita a auséncia e presenca de 2MQNX

apresenta-se no gréfico 5.

K.pneumoniae 2M QNX

2.0

—— CMI

—=— ACMI

— scC

0.0
0 500 1000 1500 2000
Tempo(min)

Grafico 5. Evolucdo do crescimento da K. pneumoniae, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitoria):
0,9mg/mL; CMI (concentragdo minima inibitoria): 1mg/mL

O comportamento da K. pneumoniae, nas primeiras horas, é consideravelmente mais
baixo nas amostras sujeita ao composto 2MQNX do que a amostra sem composto. No
entanto, as trés amostras apresentam crescimento com tendéncia a se manter e aumentar ao
longo das 24horas. A diferenca entre o0 SC e ACMI ¢ estatisticamente diferente, ao fim das
24 horas (p <0,05).

9.2.2. E. aerogenes
O crescimento bacteriano da E. aerogenes sujeita a auséncia e presenca de 2MQNX

apresenta-se no grafico 6.

49



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana
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Grafico 6. Evolucdo do crescimento da E.aerogenes, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitoria):
0,9mg/mL; CMI (concentragdo minima inibitoria): 1mg/mL

A E.aerogenes submetida ao composto 2MQNX apresenta baixa viabilidade celular
relativamente a amostra sem composto. Esse baixo crescimento, tende a manter-se ao longo
das 24 horas, para CMI e ACMI, sendo assim a diferenca entre SC e ACMI significativa (p
<0,05).

9.2.3. S. enterica

O crescimento bacteriano da S. enterica sujeita a auséncia e presenca de 2MQNX

apresenta-se no grafico 7.
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Gréfico 7. Evolugdo do crescimento da S. enterica, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na presenca
do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitdria): 0,2mg/mL;
CMI (concentra¢do minima inibitéria): 0,3mg/mL.

De acordo com o gréafico 7, a S. enterica ndo apresenta crescimento até as 3 horas
relativamente a amostra sem composto. No entanto a partir das 3 horas o crescimento é

consideravel tanto em ACMI e CMI. Apesar da CMI estar visivelmente inferior de ACMI a
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sua viabilidade celular é elevada as 24 horas, o que ndo se verificou nas microdiluicdes
anteriores, na concentragdo de 0,2mg/mL. No entanto, existe diferenca significativa entre
ACMI e SC o que significa que o crescimento bacteriano em ACMI é significativamente

mais baixo do que em SC (p <0,05).

9.2.4. E. coli Tem 201

O crescimento bacteriano da E. coli Tem 201 sujeita & auséncia e presenca de 2MQNX

apresenta-se no gréafico 8.

E.coli TEM209 2MQNX

0.2 —— CMI

—=— ACMI

o 500 1000 1500 2000
Tempo(min)

Gréfico 8. Evolucdo do crescimento da E.coli Tem 201, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitoria): 1,2
mg/mL; CMI (concentracdo minima inibitéria): 1,4 mg/mL

A E.coli Tem201, submetida a presenca do composto 2MQNX, apresenta um
crescimento mais acentuado entre as 3 e as 5 horas para as 3 amostras. No entanto, a partir
das 5 a sua tendéncia foi decrescente o que se confirmou as 24horas, tanto para CMI como
para ACMI. Pela observacdo do gréafico, conclui-se que seria interessante ver esta estirpe
novamente mas num intervalo de tempo maior, como 48horas, pois a sua tendéncia é para 0,
as 24 horas. A comparacdo do crescimento bacteriano entre ACMI e SC conclui que sao

significativamente diferentes (p <0,05).

9.2.4. E. coli Tem 180

O crescimento bacteriano da E. coli Tem 180 sujeita a auséncia e presenca de 2MQNX

apresenta-se no grafico 9.
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Grafico 9. Evolugdo do crescimento da E. coli Tem 180, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentracdo minima inibitoria):
1,5mg/mL; CMI (concentracdo minima inibitdria): 1,7mg/mL.

Na E. coli Tem 180 sujeita a presenca de 2MQNX, o crescimento mantém-se
constante até as 6 horas, havendo um pico entre as 3 e as 5 horas, e mantém a viabilidade
das células as 24 horas, em todas as amostras. Estes dados ndo coincidem com as
microdiluicBes anteriores, em que na concentracdo de 1,7mg/mL a estirpe ndo obteve
crescimento. Contudo, a diferenca de crescimento bacteriano é significativamente mais

baixo em ACMI e SC (p <0,05).

9.2.5. MRSA

O crescimento bacteriano da MRSA sujeita a auséncia e presenca de 2MQNX apresenta-

se no grafico 10.
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Gréfico 10. Evolucdo do crescimento da MRSA, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na presenca
do composto 2MQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitéria): 1,4 mg/mL;
CMI (concentra¢do minima inibitéria): 1,7mg/mL.
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A MRSA, até as duas horas, ndo exibe crescimento. No entanto, comecga a crescer
consideravelmente entre as 2 e as 6 horas em ACMI e CMI, sendo mais pequena avariagao
de crescimento na CMI. Ao fim das 24 horas, ndo ha tendéncia do crescimento bacteriano
para zero de nenhuma das trés amostras. A diferenca do crescimento entre ACMI e SC é
significativa, significando que o crescimento de ACMI é significativamente mais baixo que
SC (p <0,05).

10. Atividade antimicrobiana do composto 2A3CQNX

10.1.Determinacgao da CMI

A determinagdo da CMI em 2A3CQNX segue 0 mesmo método referido em QNX e
2MQNX. Desta forma, para a observacdo do crescimento bacteriano ou a sua inibicao
respetivamente, as placas foram incubadas 24h. A tabela 6 apresenta a CMI encontrada em

algumas das estirpes estudadas: S.enterica, K.pneumoniae e S. aureus.

10.2. Curvas de crescimento

10.2.1. K. pneumoniae

O crescimento bacteriano da K. pneumoniae sujeita a auséncia e presenca de
2A3CQNX apresenta-se no grafico 11.
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K.pneumoniae 2A3CQNX
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Grafico 11. Evolugédo do crescimento da K. pneumoniae, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2A3CQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitoria):
0,3mg/mL; CMI (concentragdo minima inibitoria): 0,4mg/mL.

A K. pneumoniae, na presenca de 2A3CQNX, denota crescimento bacteriano entre
as 3 e as 5 horas. Contudo, ao fim das 24 horas, ha diminui¢do do crescimento em CMI, a
tender para a inibigdo do crescimento. O contrario acontece com ACMI e SC em que a sua
tendéncia € de crescimento bacteriano, mesmo ao fim das 24horas. A inibicdo do

crescimento bacteriano denota-se significativo em ACMI comparativamente a SC (p <0,05).

10.2.2. S. enterica

O crescimento bacteriano da S. enterica sujeita a auséncia e presenca de 2A3CQNX

apresenta-se no grafico 12.
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Gréfico 12. Evolucdo do crescimento da S.enterica, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na
presenca do composto 2A3CQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitoria):
0,9mg/mL; CMI (concentragdo minima inibitoria): Img/mL
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De acordo com os dados do gréafico 12, na S. enterica, 0s resultados obtidos na CMI
descrevem que existiu crescimento da bactéria e viabilidade ao fim das 24 horas, o que ndo
é concordante com a CMI do composto 2A3CQNX tendo em conta os resultados obtidos na

microdiluicdo. A ACMI ¢ significativamente mais baixa que a SC (p <0,05).

10.2.3. S. aureus

O crescimento bacteriano da S. aureus sujeita a auséncia e presenca de 2A3CQNX

apresenta-se no gréafico 13.
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Gréfico 13. Evolucdo do crescimento da S.aureus, ao longo do tempo, até as 24horas, na auséncia e na presenca
do composto 2A3CQNX. SC (Sem composto); AMIC (abaixo da concentragdo minima inibitdria): 1,1 mg/mL;
CMI (concentragdo minima inibitéria): 1,4 mg/mL

A S. aureus, apresentada no grafico 13, ndo apresenta crescimento até as 6 horas em
CMI, denotando-se um ligeiro crescimento da bactéria a partir das 5 horas em ACMI. As 24
horas a CMI demonstra uma ligeira viabilidade da bactéria comparativa as primeiras 6 horas.
O mesmo acontece em ACMI, na qual se verifica a presenca de células viaveis. Em ACMI

0 crescimento da bactéria € significativamente mais baixo do que em SC (p <0,05).

11. Atividade antimicrobiana do composto 2M3BQNX

Nas microdilui¢cbes, o composto 2M3BQNX apresentou turvacdo em todas as
concentracdes possiveis com a solucdo de 2mg/mL: 0.2, 0.4,0.6,0.8,1, 1.2, 1.4, 1.6 e 1.7

mg/mL. Isto significa que ndo apresentou atividade antimicrobiana, havendo crescimento
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bacteriano em todos os pocos. Desta forma, ndo se passou para 0 passo seguinte, as curvas

de crescimento.
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12. Anélise do racio das glutationas

12.1. Variagéo do estado oxidativo ao longo do tempo

O récio da GSH/GSSG foi analisado para se compreender o seu comportamento na
auséncia e presenca do composto. Escolheram-se as estirpes K.pneumoniae, S.enterica e
E.aerogenes devido a terem sido as estirpes em que mais compostos apresentaram atividade
antimicrobiana. Numa primeira fase da analise, aplicou-se um raciocinio (Eq.5) de forma a
prever a variacdo do estado redox (GSH/GSSG) entre o tempo 0 e as 24 horas, em que Ri é

o racio inicial e o Rf é racio final de glutationas, para cada par composto/estirpe.

A Ri-Rf: oxidante < 0 < antioxidante, (5)
se (Ri-Rf) > 0 — oxidante; Se (Ri-Rf) < 0— antioxidante.

Posteriormente, esquematizou-se a variacéo, ao longo do tempo, do comportamento do par
composto/estirpe, a qual é descrita na Figura 9.

klebsiellapneumoniage  Salmonella enterica Enterobacter aerogenes
ox
0,034 aNK ZMONX
QNX 2A3CQNX
| SC
ONX
-0
ZA3CANX
] 0,00 F 2 M x
Anti-ox 1 G‘N
2MQNX

0,457

Figura 9: Representacdo da diferenca, entre as 0 e as 24 horas, dos racios GSH/GSSG da K
pneumoniae, S. enterica e E. aerogenes na presenca dos compostos QNX, 2MQNX e 2A3CQNX. SC: sem
composto.

Como apresentado na figura 9, a K. pneumoniae e a S. enterica apresentaram racios

de glutationas positivas para o composto QNX, o que significou um efeito oxidante na
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presenca de QNX. O mesmo ndo se verificou em E. aerogenes, a qual apresentou um racio
negativo, ou seja na presenga de QNX mostrou um efeito antioxidante. Quanto ao composto
2MQNX, tanto a K. pneumoniae como a S. enterica sujeitas a presencga desse composto,
apresentaram um racio negativo, o que significou efeito antioxidante das quinoxalinas nas
bactérias supracitadas. Ao contrério do que aconteceu com a E. aerogenes, o qual apresentou
0 maior récio na presenca de 2MQNX. No composto 2A3CQNX, verificou-se um racio
negativo, ou seja, um efeito antioxidante do composto na K. pneumoniae e um racio positivo
de glutationas em S. enterica, um efeito oxidante. Na tabela 7 é apresentada a variacdo dos
racios entre o tempo inicial e o tempo final, da K.pneumoniae, assim como as suas medianas

e desvios padrdes.

Tabela 7. Comparacéo dos racios de glutationas da E. aerogenes na auséncia e presenca de derivados das
quinoxalinas.

X0 X6
A Ri-Rf
Ri Rf
E. aerogenes . .
(C) 0,126; 0,040 0,153; 0,07 0,310
E. aerogenes . .
QNX (CMI) 0,250; 0,089 0,223; 0,113 -0,092
E.
JMQNX " Berogenes 0,206; 0,027 0,151; 0,012 0,146

(CMI)

Ri: Racio GSH/GSSG inicial, as 0 horas; Rf: Racio GSH/GSSG final, as 24 horas.

CMI: Concentragdo minima inibitéria; SC: Sem composto

Na tabela 7, observou-se que a E. aerogenes submetida submetido a presenca do
composto 2MQNX apresentou efeito oxidante, acontecendo o inverso na amostra submetida
ao composto QNX. Na E. aerogenes submetida a QNX e 2MQNX as medianas foram mais
elevadas na hora 0 (Ri) do que as 24 horas (Rf), o que demonstrou que 0S Seus racios
diminuiram durante as 24 horas. A E.aerogenes submetida a presenca de QNX apresentou

um elevado desvio padréo, ou seja, elevada dispersdo dos ensaios, as 24 horas.

A tabela 8 apresenta a variacdo entre o tempo inicial e final dos racios das

glutationas, da S. enterica, assim como as suas medianas e desvios padrdes.
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Tabela 8. Comparacéo dos réacios de glutationas da S. enterica na auséncia e presenca de derivados das
quinoxalinas.

A Ri-Rf

Ri Rf
> e(gtgica 0,215; 0,008 0,416; 0,141 0,19
oNx (eg,t\;:')ca 0,105; 0,017 0,107; 0,016 0,195
2MQNX S'fg,t\;:i)ca 0,287; 0,090 0,089; 0,122 0,325
JACONX (eg,t\;:')ca 0,145; 0,020 0,237; 0,056 0,08

Ri: Racio GSH/GSSG inicial, as 0 horas; Rf: Racio GSH/GSSG final, as 24 horas.

CMI: Concentracdo minima inibitéria; SC: Sem composto

Na tabela 8, na S. enterica submetida ao composto 2MQNX, observou-se efeito
antioxidante. O contrario verificou-se para 0 composto 2A3CQNX e QNX, nos quais obteve
efeito oxidante, sendo esse efeito mais elevado em QNX. A amostra sem composto e a
S.enterica submetida a presenca de 2MQNX mostra um elevado desvio padrdo no tempo

final, o que demonstra uma grande dispersao dos dados dos ensaios.

A tabela 9 apresenta a variacdo entre o tempo inicial e final dos réacios das glutationas,

da K.pneumoniae, assim como as suas medianas e desvios padrdes.
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Tabela 9. Comparacao dos racios de glutationas da K. pneumoniae.

A Ri-Rf
Ri Rf
K. Pneumoniae
0,192: 0,004 0,169: 0,034 0,22
(SC)
K. pneumoniae ) . 0,25
ONX oM 0,131: 0,004 0,309: 0,096
" .
IMQNX pneumoniae 0,142: 0,058 0,192: 0,075 0,457
(CMI)
" .
2A3CONX pneumoniae 0,222: 0,018 0,164: 0,029 0,024

(CMI)

Ri: Racio GSH/GSSG inicial, as 0 horas; Rf: Racio GSH/GSSG final, as 24 horas.

CMI: Concentracdo minima inibitdria; SC: Sem composto

De acordo com a tabela 9, a K. pneumoniae, quando sujeita a presenca do composto
2MQNX, mostrou um efeito antioxidante consideravel. Nas amostras de K. pneumoniae
sujeitas aos compostos QNX e 2A3CQNX observou-se um efeito oxidante o qual foi mais

notdrio no composto QNX.

60



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

Capitulo IV:

Discussao e conclusao

61



Atividade antimicrobiana das quinoxalinas e influéncia do stress oxidativo na resposta bacteriana

13. Discussao/Conclusao

No presente estudo, pretendeu-se, numa primeira fase de estudo, determinar a
atividade antimicrobiana dos derivados de quinoxalinas em estirpes sensiveis e resistentes.
Seguidamente, procedeu-se a determinacdo da CMI para os compostos que inibiram o
crescimento de cada estirpe. Numa segunda fase de estudo, avaliou-se a modelacao do stress
oxidativo pela presenca dos compostos derivados da quinoxalina, apenas para as estirpes
sensiveis aos mesmos, nao tendo havido tempo Util para realizar estes ensaios em todas as

estirpes avaliadas na primeira fase do estudo.

13.1. Determinacao da atividade antimicrobiana dos derivados de QNX

Os compostos estudados apresentam atividade antimicrobiana para todas as estirpes
exceto contra a S. saprophyticus e E. feacalis. Como a S. saprophyticus € Gram-positiva
pode ter algumas resisténcias naturais, tal como apresenta para a novibiocina e fosfomicina,
que estejam a influenciar o resultado nos presentes compostos em estudo?*. Isto significa
que pode existir algum mecanismo nestas bactérias que lhes permita sobreviver mesmo em
elevadas doses dos compostos derivados das quinoxalinas. Estudos anteriores mostram que
outras estirpes ja sofrem alguma resisténcia ao QNX através da adaptacéo ao stress gerado

pela QNX ou pelo desenvolvimento de resisténcia especifica a QNX?%,

Comparando as estirpes sensiveis estudadas, 0s compostos apresentaram resposta
antibacteriana para as estirpes Gram-negativas e ndo apresentaram a mesma para todas as
Gram-positivas, S. saprophyticus e E. faecalis, ja referidas. Visto que as quinoxalinas sao
analogas das quinolonas, o seu mecanismo de acdo podera ser semelhante. No entanto, este
dado ndo é ainda conhecido, o que torna dificil viabilizar a relacdo entre a estrutura e a
atividade dos compostos. Nas estirpes estudadas, sem fatores de resisténcia, para as Gram-
positivas a atividade antibacteriana ndo foi preponderante, ao contrario do que se verificou
nas Gram-negativas. O mesmo padrdo ndo se encontra entre as estirpes com fatores de

resisténcia, havendo a inibicdo tanto das Gram-negativas como positivas, pelo 2MQNX.

As mesmas quinoxalinas ja mostraram atividade antibacteriana em estirpes de E.coli, com e

sem fatores de resisténcia °2°1,
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Quanto ao composto 2M3BQNX, estudos anteriores mostram que as quinoxalinas
associadas a grupos benzilo ndo demonstraram atividade antimicrobiana °. A auséncia de
atividade pode acontecer pela estrutura quimica, tanto pela presenca do benzilo como pela
conjugacéo com o grupo metilo.

13.2. Determinagédo da CMI

Na determinacgéo dos valores de CMI, ndo foram estudadas concentragdes superiores
a 1,7mg/mL, sendo o solvente da diluicdo agua ultrapura. Estudos anteriores identificaram
niveis elevados de toxicidade, para uso na terapéutica humana, em células do figado a partir
de Img/mL 2%, Valores de CMI acima de 1 mg/mL podem ter potencial aplicacio em

produtos industriais, como desinfetantes ou detergentes antibacterianos.

As concentracgdes foram testadas com uma diferenca de 0,05mg/mL para ser possivel
a obtencdo da CMI mais rigorosa possivel. Importa referir as réplicas realizadas para
corroborar os varios dados obtidos. O composto que apresentou as CMI mais baixas foi o
QNX, para todas as estirpes estudadas, mas o0 2MQNX foi 0 que apresentou atividade

antibacteriana para o maior nimero de estirpes, incluindo estirpes com fatores de resisténcia.

13.3. Curvas de crescimento

A maioria das estirpes apresentou inibicdo do crescimento bacteriano em CMI e
aumento do crescimento em ACMI. No entanto, apesar de, nas varias réplicas do estudo com
S.enterica se ter obtido CMI em QNX, 2MQNX e 2A3CQNX, nos graficos das curvas de
crescimento verifica-se crescimento bacteriano, a partir das 4 horas. Visto que o mesmo
acontece nos trés compostos, é possivel que estejamos perante uma situacédo de persisténcia
bacteriana. Investigacfes precedentes demonstram que algumas subespécies da S.enterica
tém persisténcia a varios agentes ambientais e antibacterianos, devido a alteracdes
epigenéticas?'®-21°, Relativamente ao crescimento, este comportamento verifica-se, também,
na MRSA e na E.coli TEM 180, também a partir aproximadamente das 4 horas. Visto que
ambas as estirpes sdo resistentes, o crescimento pode dever-se a mecanismos de resisténcia

associados aos compostos em uso. Ainda assim, verificam-se diferencas significativas nas
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curvas de crescimento entre 0S ensaios com e sem composto antibacteriano, para a mesma

estirpe.

13.4. Estudo do racio GSH/GSSG

Relativamente aos réacios das glutationas, importa referir que os ensaios realizados
foram em pequeno nimero devido a limitacfes de tempo, o que influencia o valor de p,
obtido na analise dos resultados.

Da anélise dos resultados e de acordo com a figura 9, verificou-se que para as estirpes
S. enterica e K. pneumoniae, a 2MQNX provocou uma resposta antioxidante por parte da
bactéria, e uma resposta oxidante em E. aerogenes, tendo em conta a diferenca dos racios
entre o tempo inicial e final. Curiosamente, este € 0 composto que apresenta atividade
antimicrobiana para um maior nimero de estirpes, incluindo as resistentes. Verificou-se os
resultados inversos em QNX, que provoca uma resposta oxidante na S. enterica e K.
pneumoniae e uma despoletou uma resposta antioxidante na E. aerogenes. Quanto ao
2A3CQNX, este despoletou uma resposta antioxidante na K. pneumoniae e uma resposta
oxidante na S. enterica devido a ndo haver estudos anteriores que suportem ou refutem esta
informacao, sdo necessarios mais ensaios para se compreender melhor o porqué dos efeitos
supracitados.

Contudo, importa também referir que, de acordo com estudos precedentes, ndo foi
possivel, para bactérias Gram-positivas, identificar a presenca de GSH?%?2!, Nos ensaios
realizados neste trabalho, e por aplicacdo do método cromatografico desenvolvido
anteriormente pelo grupo de investigacdo?®! foi possivel, ndo so6 identificar a presenca de
GSH, como também fazer a sua quantificacdo. No entanto, ainda ndo se consegue definir um
mecanismo de acdo na modulacdo redox das quinoxalinas nas bactérias, sendo necessarios

mais dados posteriores.

Em resumo, este estudo permitiu conhecer a atividade antimicrobiana de compostos
quimicos derivados da quinoxalina 1,4-diéxido para estirpes Gram-positivas e Gram-
negativas, com e sem fatores de resisténcia, dando continuidade a estudos do grupo de
investigacdo, com resultados que sugerem a sua capacidade como uma terapéutica

alternativa no tratamento a infe¢fes causadas por bactérias. Permitiu tambem avaliar a
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influéncia destes compostos na modulacdo do equilibrio redox das bactérias, através da
mediacdo do racio GSH/GSSG.

14. Perspetivas futuras

Considera-se importante perceber, futuramente, o mecanismo de acdo das
quinoxalinas estudadas com atividade antimicrobiana nas bactérias, em modelos eucariotas
e linhas celulares. Importa também estudar se a sua concentragdo efetiva diminui com um
intervalo de tempo maior e se as bactérias criam algum tipo de resisténcia ou tolerancia
quando expostas varias vezes a esses, tanto na CMI como noutras concentragdes superiores
a CMI.

Na analise do racio das glutationas, realizou-se o estudo para trés estirpes que
apresentaram CMI, o que se deveu a falta de tempo util para o realizar. Desta forma, torna-
se importante estudar futuramente o funcionamento do equilibrio redox nas estirpes S.
aureus, E. cloacae, MRSA, E. coli TEM 180 e E. coli TEM 201. Nas estirpes estudadas, séo
cruciais novos testes com mais amostras para analisar se ha normalidade e significancia nas

diferencas dos racios.
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Apéndice 1

1.1 Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracgdo inferior a CMI
(AMIC) para o composto QNX, na S. enterica.

s.entérica S.entérica S.entérica S.entérica
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1.1.1. Comparagdo dos valores medianos, da S.enterica, na presenca e auséncia do composto QNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3  Ensaio4 ~ Intervalos de Valor p*
(%) (%) () (@) confianga (95%) P
SC 0,00522 0,006173 0,005282 0,005063 0,005251 0,004637-0,006232
0,029

ACMI

0,000528 0,000484 0,000583 0,000789 0,000556 0,000381-0,000811
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1.2 Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentragdo inferior a CMI
(AMIC) para o composto QNX, na E. aerogenes.
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1.2.1. Comparacdo dos valores medianos, da E. aerogenes, na presenca e auséncia do composto QNX.

Ensaiol

(x)

Ensaio3

(x)

Ensaio2
(x)

Ensaio4

(x)

Valor
p*

Intervalos de
confianga (95%)

SC

ACMI

0,00565

0,000207

0,005833  0,005579

0,000326  0,000583

0,00572

3,39E-
05

0,005685

0,000266

0,005523-
0,005868
-0,000080-
0,000655

0,029

*Mann-Whitney

1.3 Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior a CMI

(AMIC) para o composto QNX, na E.cloacae.
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Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min)

1.3.1. Comparacéo dos valores medianos, da E.cloacae, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do composto
QNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 5 Intervalos de Valor p*
(x) (x) (x) (%) confianga (95%) P
SC 0,007767 0,003531 0,002684 0,003053 0,003292 0,000496-0,008021
0,029

ACMI 0,000931 0,001452 0,001206 0,000916 0,001069 0,000721-0,001532

1.4 Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentragdo inferior a CMI
(AMIC) para o composto QNX, na K. pneumoniae.

K.pneumoniae K.pneumoniae
18 20 15 20
g1 g1s 2 g1
3 3 310 s
£ esC 210 esC H esC S0 esC
412 Sos c Gos
10 0o 00 00
0 10 00 o 300 3 100 200 300 o 100 200 300 400

200 300 100 200 o o o
Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min)

06 04 08
g 03 S o6
04 3 H
« AMIC « AMIE 02 « AMIC £ 0% « AMIC
02
3ot 502
0.0+ 0.0+ 0.0+
00 2000

Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min) Tempo(min)

Densidade Gtica

1.4.1. Comparacdo dos valores medianos, da K.pneumoniae, na presenga (ACMI) e auséncia (SC) do composto
QNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 5 Intervalos de Valor
(x) (x) (x) (x) confianga (95%) p*

SC (x) 0,003728 0,008432 0,008276 0,005945 0,007111 0,003056-0,010135
—_— 0,029
ACMI(x) 0,001867 0,000329 0,001695 0,000254 0,001012 -0,000338-0,002410
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2.1. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior a CMI (AMIC) para
0 composto 2MQNX, na K. pneumoniae.

K.pneumoniae K.pneumoniae K.pneumoniae K.pneumoniae
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2.1.1. Comparacao dos valores medianos, da K.pneumoniae, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do
composto 2MQNX

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 5 Intervalos de Valor p*
(%) (%) (%) () confianga (95%) P
SC 0,005945 0,005006 0,005834 0,004861 0,005420 0,004525-0,006298
0,029

ACMI 0,000559 0,000395 0,000242 0,000358 0,000377 0,000180-0,000597
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2.2. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior a CMI (AMIC) para
0 composto 2MQNX, na S. enterica.
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2.2.1. Comparacdo dos valores medianos, da S.enterica, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do composto

2MQNX

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 - Intervalos de
Valor p*

(x) (x) (x) (x) . confianga (95%)
SC 0,004146 0,00388 0,005074 0,005764 0,004610 0,003338-0,006094

0,029

ACMI 0,000281 0,000278 0,000238 0,000403 0,000279 0,000186-0,000414

2.3. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentragéo inferior a CMI (AMIC) para
0 composto 2MQNX, na E.aerogenes.
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2.3.1. Comparacdo dos valores medianos, da S.enterica, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do composto

2MQNX

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 5 Intervalos de Valor
(x) (x) (x) (x) confianga (95%) p*
0,01105563-
SC 0,006204 0,00439 0,005488 0,0059 0,014750 0,017219 0.029

ACMI 0,000563 0,00087 0,000914 0,000645 0,000760 0,000505-0,000982

2.4. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior a CMI (AMIC) para
0 composto 2MQNX, na MRSA.

MRSA MRSA MRSA MRSA
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2.4.1 Comparacdo dos valores medianos, da MRSA, na presen¢a (ACMI) e auséncia (SC) do composto
2MQNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 5 Intervalos de Valor
(x) (x) (x) confianga (95%) p*

SC 0,008739 0,007046 0,009148 0,00939  0,008944 0,006897-0,010264
0,029

ACMI 0,003932 0,004575 0,004514 0,005577 0,004544 0,003563-0,005736

2.5. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracao inferior a CMI (AMIC) para
0 composto 2MQNX, na E. coli TEM 201.
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2.5.1 Comparacao dos valores medianos, da E. coli TEM 201, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do
composto 2MQNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 ~ Intervalos de Valor
(x) (x) (x) (x) * confianga (95%) p*

SC 0,001185 0,001563 0,001555 0,001297 0,001426 0,001099-0,001701
0,029

ACMI 0,001137 0,001089 0,001169 0,0009357 0,001113 0,000918-0,001247
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2.6. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior a CMI (AMIC) para

0 composto 2MQNX, na E. coli TEM 180.
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2.6.1 Comparacao dos valores medianos, da E. coli TEM 180, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do
composto 2MQNX.

/ .sc
o w00

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 ~ Intervalos de Valor
(%) (%) (%) (%) x confianga (95%)  p*
SC 0,001173 0,001367 0,00157 0,001482 0,001424 0,001125-0,001671
0,057

ACMI 0,001183 0,001117 0,0007417 0,001083 0,001100 0,000717
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3.1. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentracdo inferior
a CMI (AMIC) para o composto 2A3CQNX, na K.pneumoniae.
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3.1.1. Comparacdo dos valores medianos, da K. pneumoniae, na presenca (ACMI) e auséncia (SC) do
composto 2A3CQNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaiol - Intervalos de

(@) (@) @) @) x confianca (95%) VO P”

SC 0,005868 0,003177 0,005971 0,00596 0,005914 0,003050-0,007438
0,29

ACMI 0,000578 0,000647 0,000551 0,000497 0,000565 0,000469-0,000668

3.2. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentragdo inferior
a CMI (AMIC) para o composto 2A3CQNX, na S.enterica.
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3.2.1. Comparacdo dos valores medianos, da S. enterica, na presenga (ACMI) e auséncia (SC) do composto.
2A3CQNX.

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaiol 5 Intervalos de Valor
(x) (x) (x) (x) confianga (95%) p*

SC 0,01132  0,01573 0,01487 0,01463 0,014750 0,011056-0,017219

0,029
ACMI 0,000571 0,000667 0,000853 0,000883 0,000760 0,000505-0,000982

3.3. Declives das curvas de crescimento sem composto (SC) e com concentragdo inferior
a CMI (AMIC) para o composto 2A3CQNX, na S.aureus.
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3.3.1. Comparacdo dos valores medianos, da S. enterica, na presenga (ACMI) e auséncia (SC) do composto.
2A3CQNX.

~ Intervalos de Valor

Ensaiol  Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 confianca (95%) p*

SC 0,004758 0,001397 0,001388 0,001386 0,001392 -0,000447-0,004912
0,029

ACMI 0,000106 0,000131 0,000113 9,87E-05 0,000109 0,000090-0,000134
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GSHI/IGSSH

°
N

GSHI/IGSSH

Gréficos do racio GSH/GSSG nas estirpes que obtiveram CMI, na primeira fase do estudo.
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E.aerogenes SC

E.aerogenes MICs
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